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Resumo 
O vírus parainfluenza humano (HPIV) é um dos principais causadores de 
infecções respiratórias em crianças, também é relacionado a surtos nosocomiais em 
unidades de transplantes. O HPIV é dividido em quatro tipos, o HPIV-1 e HPIV-2 são 
os principais causadores de crupe em crianças, o HPIV-3 é o tipo mais relacionado à 
surtos e o efeito da infecção por HPIV-4 não é claramente descrito. Este estudo teve 
como objetivo avaliar a frequência de detecção dos quatro tipos de HPIV em pacientes 
transplantados, crianças com comorbidades e adultos hospitalizados com síndrome 
respiratória aguda grave (SRAG) atendidos no Hospital São Paulo. Avaliamos 
retrospectivamente amostras coletadas entre os anos de 2002 a 2012 pela técnica de RT-
PCR em tempo real (RT-qPCR) a detecção de HPIV. Das 1067 amostras coletadas, 74 
(6,9%) amostras foram positivas, sendo 7,9% (30/381) positivas para pacientes 
pertencentes ao programa de células tronco-hematopoiéticas (TCTH), 7,7% (25/324) 
positivas para pacientes hospitalizados com SRAG (sH1N1), 7,0% (9/129) positivas 
para crianças cardiopatas e 4,3% (10/233) positivas para pacientes transplantados renais 
(TX Renal), sendo que associação marginalmente estatística foi obtida para o grupo 
TCTH (p=0,081), com relação a maior frequência. A elevada taxa de detecção dentre os 
pacientes TCTH sugere que pode ter havido uma transmissão nosocomial no ano de 
2009 nos pacientes hospitalizados. Em relação a idade (adulto e crianças), estado imune 
(imunocompetentes e imunocomprometidos), tipo de transplantes e presença de 
comorbidade dentre as crianças (cardiopatas e sH1N1),  não observamos associação. 
Porém, tendência à associação foi observada em relação a idade (p=0,068): nos 
pacientes imunocompetentes entre 13 a 29 anos e nos pacientes imunocomprometidos 
entre 40 e 60. Dos sintomas investigados, a tosse foi o único que apresentou associação 
estatística entre os pacientes com amostras positivas (p<0,01). O HPIV-3 foi o tipo mais 
frequente, 60,8% (45/74), seguido do HPIV-2, HPIV-4 e HPIV-1 com 16,2%, 13,5% e 
9,5% respectivamente e houve associação entre HPIV-3  e adultos de 40-60 anos 
(p=0,018). Concluímos que a metodologia de RT-qPCR deve ser considerada para a 
detecção de HPIV particularmente em pacientes de TCTH e pacientes com síndrome 
respiratória aguda grave com ou sem comorbidades. 
 
Abstract 
 
The human parainfluenza virus (HPIV) is a major cause of respiratory infections 
in children, is also related to nosocomial outbreaks in transplant units. The HPIV is 
divided into four types. The HPIV-1 and HPIV-2 are the major cause of croup in 
children, HPIV-3 is the most related to outbreaks and the effect of infection by HPIV-4 
is not clearly described. This study aimed to evaluate the frequency of detection of four 
types of HPIV in transplant patients, children with comorbidities and adults hospitalized 
with severe acute respiratory infection (SARI) treated at the São Paulo Hospital. 
Retrospectively analyzed samples collected between the years 2002 to 2012 by real time 
RT – PCR (RT-qPCR) detection of HPIV. Of the 1067 samples collected, 74 (6,9%) 
samples were positive, and 7,9% (30/381) positive patients belonging to program stem 
cells hematopoietic (HSCT), 7,7% (25/324) positive for patients hospitalized with SARI 
(sH1N1), 7,0% (9/129) positive for children with congenital heart disease and 4,3% 
(10/233) positive kidney transplant patients (Renal TX), with marginally statistical 
association was observed for HSCT group (p = 0,081), regarding higher frequency in 
this group. The high detection rate among HSCT patients suggests that it may have been 
a nosocomial transmission in 2009 among hospitalized patients. No association were 
observed related to age (adult and children), immune status (immunocompetent and 
immunocompromised), type of transplant and the presence of comorbidity among 
children (cardiac and sH1N1). However, a trend for association was observed with age 
(p = 0,068) in immunocompetent patients between 13-29 years and in 
immunocompromised patients between 40 and 60. Of the investigated symptoms, cough 
was the only one to show a statistical association between patients with positive samples 
(p <0,01). The HPIV-3 was the most frequent, 60,8% (45/74), followed by HPIV-2, 
HPIV-1, HPIV 4 and 16,2%, 13,5% and 9,5% respectively, and association was 
observed between HPIV-3 and adults of 40-60 years (p = 0,018). We conclude that the 
RT-qPCR methodology should be considered for the detection of HPIV particularly in 
HSCT patients and patients with severe acute respiratory infection with or without 
comorbidities. 
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1. Introdução  
 
 As doenças respiratórias têm um impacto importante na saúde pública, devido à 
sua ocorrência mundial, facilidade de disseminação e inúmeros patógenos que causam 
infecções. As infecções respiratórias ocorrem devido a invasão do trato respiratório por 
um grupo heterogêneo de bactérias, vírus e outros agentes que resultam em 
apresentações clínicas muitas vezes inicialmente semelhantes. Os vírus são os 
patógenos isolados com maior frequência (Mäkela et al., 1998; Lam et al., 2007). No 
Brasil, os dados apontam para que as doenças respiratórias agudas sejam responsáveis 
até pela metade dos atendimentos em postos de saúde e a dois terços dos atendimentos 
de emergência nos hospitais (Rodrigues et al., 2004) sendo que os estudos de várias 
regiões do país apontam os vírus como os principais causadores dessas infecções (Costa 
et al., 2006; Fé et al, 2008; Amaral, 2009; Bonfim et al, 2011; Alonso et al, 2012; 
Gardinassi et al 2012; Freitas et al 2013) 
 A prevalência da infecção respiratória aguda (esporádica ou epidêmica) é 
subestimada devido ao grande número de vírus respiratórios antigenicamente distintos 
que estão envolvidos nas infecções. Existe também uma crescente lista de novos 
patógenos respiratórios que podem contribuir significativamente para a complicação da 
infecção respiratória aguda (Pierangeli et al., 2007). A investigação etiológica de 
infecções respiratórias de origem viral deve ser direcionada, no entanto, para o grupo 
dos vírus mais frequentemente encontrados, sendo as principais espécies que infectam o 
trato respiratório humano o vírus Influenza (FLU), Vírus Sincicial Respiratório Humano 
(RSV – Respiratory Syncytial Virus), Adenovírus (ADv), Rinovírus humano (HRV), 
Enterovírus humano (HEV), Coronavírus Humanos (HCoVs), Metapneumovírus 
humano (hMPV) e o Parainfluenza humano (HPIV), este último apesar de ter 
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reconhecida importância clínica, ainda é pouco estudado. (Pierangeli et al., 2007; Lam 
et al., 2007; Gardinassi, 2012).  
 
1.1 Histórico  
 O vírus Parainflueza humano (Human parainfluenza virus - HPIV) foi 
descoberto no final da década de 50, inicialmente chamado de vírus CA (vírus associado 
a crupe), pois, foi isolado de amostras respiratórias de pacientes com crupe 
(laringotraqueobronquite). Por apresentarem efeito citopático espongiforme em culturas 
celulares, hemaglutinação de hemácias, tamanho em torno de 150 nm, sensibilidade ao 
éter e estabilidade à -70oC, foram relacionados ao grupo dos Myxovirus. Porém, não foi 
encontrada nenhuma relação com linhagens de influenza A (Chanock et al 1958). 
 Duas outras linhagens de vírus foram identificadas em 1958, Hemadsorção 1 
(HA-1) e Hemadsorção 2 (HA-2), estas, apresentavam propriedades biológicas 
semelhantes ao vírus CA, mas com características antigênicas distintas. Essas 
características também eram diferentes dos vírus Influenza, Newcastle e Sendai, assim, 
denominou-se um novo membro dentro dos Myxovirus, o Parainfluenza (Johnson et al., 
1960).  
 Com este novo grupo, os vírus foram reclassificados, o vírus HA-2 foi 
classificado como Parainfluenza 1 (HPIV-1), o CA vírus classificado como 
Parainfluenza 2 (HPIV-2) e o HA-1 classificado como Parainfluenza-3 (HPIV-3) 
(Andrewes et al., 1969). Em 1960 o Parainfluenza 4 (HPIV-4) foi isolado por Johnson e 
colaboradores. 
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1.2. Classificação, Morfologia, estrutura genômina 
 Os parainfluenza vírus humanos (HPIV – Human parainfluenza virus) são 
classificados na ordem Mononegavirales, família Paramyxoviridae, subfamília 
Paramyxovirinae. 
 Os HPIVs foram classificados em dois gêneros, Respirovirus, que contempla as 
espécies de HPIV-1 e HPIV-3, e Rubulavirus com as espécies de HPIV-2 e HPIV-4 
(ICTV – International Committee on Taxonomy of Viruses). Em 1990, Konada e 
colaboradores isolaram dois subtipos de HPIV-4, A e B. A divisão do vírus 
parainfluenza em dois grupos foi baseada em características distintas das espécies, como 
a relação antigênica; sequências de nucleotídeos, que têm maior similaridade dentro do 
mesmo gênero; presença de diferentes proteínas, como a proteína C nos Respirovirus e a 
proteína V nos Rubulavirus (Karron &Collins,, 2007). 
 A partícula viral do HPIV possui tamanho entre 150 a 250 nm, RNA de fita 
simples com polaridade negativa. O genoma dos HPIVs contém aproximadamente 
15.000 nucleotídeos, e possuem 6 genes em comum (3´-N-P/C/V-M-F-HN-L-5´). O 
tamanho do genoma de HPIV-1, -2, e -3 são similares, de 15,5 a 15,7 kb e o HPIV-4 é 
maior, com 17,4 kb (Schomacker, 2012). Cada gene codifica apenas uma proteína, com 
exceção do gene P que codifica duas ou mais proteínas não estruturais, as proteínas C e 
V, que são codificadas por formas alternativas do RNAm transcrito a partir do gene P. 
Por exemplo, HPIV-1, e HPIV-3 codificam uma proteína C. HPIV-2 e HPIV-4 tem uma 
proteína adicional V (Karron & Collins,., 2007; Henrickson, 2003) (figura 1B). 
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Figura 1: Estrutura morfológica e genômica do vírus parainfluenza humano. (A): 
Representação das proteínas estruturais componentes da partícula viral de parainfluenza. (B): 
Estrutura genômica do parainfluenza. (Figura adaptada do site www.viralzone.com)  
 
 Existem duas proteínas superficiais, proteína de fusão (F) e hemaglutinina-
neuraminidase (HN). A proteína HN é responsável por fazer a ligação dos resíduos de 
ácido siálico nas membranas das células hospedeiras e clivagem destes resíduos durante 
a liberação, e a proteína F, que possui função de mediar a fusão do envelope viral à 
membrana da célula hospedeira. As proteínas Large (L), fosfoproteína (P) e 
nucleoproteína (NP) estão associadas ao RNA viral. E este, é envolvido por um 
nucleocapsídio helicoidal, formado por um envelope que apresenta a proteína M 
(matriz) na superfície interior do envelope viral (Henrickson, 2003; Karron & Collins, 
2007; Schomacker, 2012) (figura 1A) (Tabela 1).  
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Tabela 1: Proteínas estruturais dos parainfluenzas e suas respectivas funções (tabela adaptada 
de Vainionpää e Hyypiä, 1994). 
Proteína Localização Funções 
Hemaglutinina-
Neuraminidase (HN) 
Envelope 
Receptores celulares de adesão do 
hospedeiro, atividade de 
hemaglutinação (HA) e 
neuraminidade (NA) 
Proteína de Fusão (F) Envelope Fusão, hemólise e penetração 
Nucleoproteína (NP) Nucleocapsídio 
Ligado ao RNA genômico, 
componente estrutural do 
nucleocapsídeo 
Fosfoproteína (P) Nucleocapsídio 
Componente do complexo 
polimerase 
Proteína Large (L) Nucleocapsídio 
Componente do complexo 
polimerase 
Proteína de Matrix (M) Interior do envelope Montagem do vírus 
 
 
1.3. Replicação 
 O ciclo de replicação do HPIV ocorre de forma ordenada iniciando-se pela 
ligação à receptores da superfície celular, mediada pela proteína HN  e, em seguida, 
através de um evento coordenado entre as proteínas HN e F ocorre a inserção do 
nucleocapsídeo no citoplasma celular, iniciando o processo de transcrição do genoma 
viral (Herinckson et al, 2003; Moscona, 2005). O RNA viral serve como molde para o 
RNA mensageiro (RNAm) que atua como molde para a tradução das proteínas virais e 
ocorre também a geração de um RNA complementar positivo (+ssRNA), que servirá 
como molde para gerar cópias do genoma viral (-ssRNA) (Harrison; Sakaguchi; 
Schmitt, 2010). 
 A liberação das partículas virais de HPIV ocorre através de brotamento de 
partículas virais (junção do RNA viral e proteínas) na membrana citoplasmática. As 
glicoproteínas virais, HN e F, ligam-se á matriz do nucleocapsídeo, desse modo 
mediando a liberação das partículas, para assim, começar um novo ciclo de infecção 
(Moscona, 2005; Harrison; Sakaguchi; Schmitt, 2010). 
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1.4. Transmissão 
 Os HPIVs se propagam facilmente, sendo na maioria das vezes transmitidos por 
contato direto pessoa-a-pessoa ou contato com superfícies contaminadas (Henrickson, 
2003; Jalal et al, 2007). O HPIV-3 parece possuir maior capacidade de transmissão 
através de contato direto, geralmente nas pessoas suscetíveis em ambientes semi-
fechados (por exemplo, enfermarias) (Pirrala, 2009). Já HPIV-1 e HPIV-2 parecem ser 
os menos efetivos (Karron & Collins, 2007). A persistência do vírus no ambiente pode 
variar, em superfícies não-porosas podem sobreviver até 10 horas e em superfícies 
porosas por até 4 horas (Henrickson, 2003). 
 O período de incubação varia de 2 a 8 dias, mas de 1 a 3 dias após o início da 
replicação o vírus já se dissemina por todo o trato respiratório. Estudos mostram que as 
manifestações clínicas causadas pela infecção por HPIVs normalmente começam cerca 
de 3 a 4 dias após a inoculação e duram de 3 a 17 dias, com uma média de 4 dias para 
HPIV-1 e 6 a 13 dias para HPIV-2 e HPIV-4, respectivamente. Crianças eliminam vírus 
geralmente 3 a 4 dias antes do início dos sintomas clínicos até aproximadamente 10 dias 
depois. A nasofaringe e orofaringe são os principais locais de replicação inicial do 
HPIV. Swabs de garganta, esfregaço nasofaríngeo, lavado e aspirado nasal têm sido 
utilizadas com sucesso para recuperar HPIVs (Henrickson, 2003; Psarras et al., 2004).  
  
 
1.5. Patogênia 
 A infecção respiratória causada pelos HPIVs geralmente se inicia no epitélio do 
trato respiratório superior após a exposição por contato ou inalação. A infecção 
frequentemente se dissemina para os seios paranasais, laringe e brônquios, obstrução 
das trompas de Eustáquio pode levar à otite média, em casos mais graves a infecção se 
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dissemina para o trato respiratório inferior, causando bronquiolite ou pneumonia 
(Vainionpãã et al,  1994; Karron & Collins, 2007; Schomacker, 2012). Em um 
experimento in vitro, no epitélio mucociliar das vias respiratórias humanas, HPIV-1, -2, 
e -3 infectaram apenas as células ciliadas superficiais e não se disseminaram para as 
células basais subjacentes. Este tropismo seletivo é consistente com a ausência de 
viremia em indivíduos saudáveis. Este tropismo pode também limitar a exposição do 
antigêno viral das células apresentadoras de antigêno, possivelmente conduzindo a 
respostas imunitárias reduzidas que podem permitir a reinfecção (Schomacker, 2012).  
 A viremia e a infecção em locais além do trato respiratório superior são raras em 
infecções causadas por HPIV, provavelmente porque ocorre um tropismo direcional de 
particulas virais e também pela imunidade do hospedeiro. A disseminação sistêmica de 
HPIV foi detectada apenas em pacientes gravemente imunocomprometidos 
(Schomacker, 2012).    
 A lesão celular pode ocorrer por destruição das células pelos vírus (replicação 
viral elevada), assim como o efeito da resposta imunológica (Vainionpãã et al,  1994; 
Schomacker, 2012). Esta resposta pode ser constítuida por formação de complexos 
antígeno-anticorpo, lesões alérgicas devido à imunoglobulinas, células T citotóxicas ou 
por hipersensibilidade do tipo retardado (Vainionpãã et al,  1994). Os anticorpos 
neutralizantes das glicoproteínas HN e F são importantes para a proteção a longo prazo 
da infecção por HPIV (Schomacker et al, 2012). O curso da infeção dos HPIVs é 
semelhante ao do vírus Sendai e um estudo que avaliou o efeito da lesão causada por 
este vírus em roedores demonstrou que após infeção, desenvolveu-se rinite e pneumonia 
ao longo de quatro dias e antígenos virais surgiram nas céluas das vias respiratórias 
durante o primeiro dia após infecção e um aumento no nível de proteínas específicas do 
vírus foi observado durante os primeiros quatro dias (Vainionpãã et al,  1994). 
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 O papel da resposta imune pode ser observado em crianças infectadas por HPIV 
e que desenvolvem a laringotraqueobronquite (crupe), essas crianças desenvolvem 
anticorpos locais específicos precocemente e em quantidades maiores do que pacientes 
de idade comparável, mas com ITRS. Em um estudo citado por Karron e Collins (2007), 
o aumento e a rápida produção de anticorpos tipo IgE específicos de HPIV medeia a 
liberação de histamina na traqueia e na região subglóticas, causando um estreitamento 
dessas vias que, por sua vez, resulta em audível estridor inspiratório, sindrome 
característica da crupe (Karron & Collins, 2007). 
As doenças respiratórias causadas pelos HPIVs ocorrem durante os primeiros 
anos de vida, mas as reinfecção podem ocorrer ao longo da vida, devido à falta de 
resposta imune adquirida após a primeira infecção (Vainionpãã et al,  1994; Karron &  
Collins, 2007; Hsieh et al, 2010; Schomacker et al, 2012). As crianças após a primeira 
infecção desenvolvem respostas de anticorpos mais intensa para poder neutralizar o 
vírus e na reinfecção a resposta de anticorpos são mais elevadas do que observada na 
infecção primária, já nos adultos, quando ocorre reinfecção os níveis de anticorpos são 
mais baixos, sugerindo um decaimento ao longo da vida (Vainionpãã et al,  1994; 
Schomacker et al, 2012).  
 
  
1.6. Aspectos Clínicos 
Os HPIVs têm sido associados a doenças do trato respiratório, quando o vírus 
atinge o trato respiratório superior, podem ocorrer quadros de resfriado comum 
caracterizado por início gradual de congestão nasal, coriza, dor de garganta, tosse, 
apresentando febre variável. A infecção pode ainda alcançar faringe, traqueia, pulmões, 
causando crupe, bronquite, bronquiolite e pneumonia (Schomacker, 2012).  
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As infecções respiratórias por parainfluenza já foram descritas como causa de 
surtos em hospitais, creches, ambulatórios entre outras instituições (Lau et al., 2005; 
Peck et al., 2007; Piralla et al., 2009; Maziarz et al., 2010). Desde a década de 80 são 
relatados surtos em pacientes imunocomprometidos (crianças e adultos), como os 
transplantados de célula tronco-hematopoiética (TCTH) (DeFabritus et. al., 1979; 
Apalsch et al., 1995; Machado et al, 2003). 
A maioria das infecções respiratórias causadas pelo vírus parainfluenza ocorre 
em crianças com idade entre sete a 36 meses (Liu et al, 2013). Em estudo de Singlenton 
publicado no ano de 2010, nos casos em que HPIV é o único vírus a infectar crianças, 
77% evoluiram para pnemunia, 16% para bronquiolite e 10% apresentaram crupe. Nas 
infecções mais extensas, existe uma tendência para HPIV-1 e HPIV-2 envolverem a 
laringe e a traqueia superior, causando a crupe; tais infecções podem também se 
estender para a parte inferior da traqueia e brônquios, podendo causar pneumonia 
(Mahony et al,, 2008; Cordey et al., 2009). Cerca de 60% de todas as infecções por 
HPIV-2 ocorrem em crianças menores de 5 anos, e apesar do pico de incidência situar-
se entre 1 e 2 anos de idade, um número significativo de crianças menores de 1 ano são 
hospitalizadas anualmente (Henrickson, 2003; Mahony, 2008). O HPIV-3 pode causar 
uma doença mais grave, ocorrendo infecção das pequenas vias aereas, desenvolvendo 
bronquite, broncopneumonia ou a bronquiolite. (Karron & Collins, 2007; Weinberg, 
2009).  
As crianças recém-nascidas são particularmente vulneráveis à infecção por 
HPIV-3, embora o RSV seja a principal causa de ITRI em recém-nascidos e bebês. Ao 
contrário dos outros HPIV, 40% das infecções por HPIV-3 acontecem no primeiro ano 
de vida. A bronquiolite e a pneumonia são as apresentações clínicas mais comuns. 
HPIV-3 tem causado surtos dentro de unidades de terapia intensiva neonatal, em 
30 
 
pessoas imunocomprometidas, principalmente transplantados de medula óssea, a 
incidência desses vírus nessas populações tem uma média de 6% a 18% (Jalal et al., 
2007; Karron & Collins, 2007; Choi et al 2013).  
O HPIV-4 é conhecido por causar infecções respiratórias leves, e mesmo assim, 
apenas um pequeno número de estudos tem relatado o isolamento ou epidemiologia do 
HPIV-4, sendo que estes casos são distribuídos entre lactantes menores de um ano, 
crianças e adultos.  (Henrickson, 2003; Billaud et al., 2005; Slavin et al., 2000). Em um 
relato de caso publicado em 2009, HPIV-4 foi detectado em um adulto após transplante 
cardíaco, com sintomas progressivos de infecção respiratória (McFarlane, 2009 et al, 
2009). Fairchok et. al., (2010) em um estudo com crianças de 2 a 24 meses que 
frequentavam uma creche obteve uma positividade de 12% (37 amostras) de HPIV, 
sendo o tipo 4 o mais detectado (22%). O mesmo autor também relatou que quando 
comparado com os outros tipos de HPIV, o HPIV4 apresentou maior duração dos 
sintomas, maior porcentagem de pacientes com febre e maior necessidade de visitas 
hospitalares.  
 
 
1.7. Aspectos Epidemiológicos 
1.7.1. Sazonalidade 
 As doenças respiratórias causadas pelos HPIVs têm uma ampla distribuição 
sazonal, como já pode ser observado em estudos realizados nos Estados Unidos (Fry et 
al., 2006), França (Billaud et al., 2005) e China (Liu, et al; 2013). Estudos realizados na 
América latina, relatam que a circulação de parainfluenza ocorre principalmente nos 
meses de junho à setembro na Argentina (Carballal et al, 2001) e  no Chile os HPIVs 
foram detectados principalmente nos meses de abril à julho (Vega-Briceno et atl, 2007). 
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 No Brasil existem poucos estudos que analisam a sazonalidade do vírus 
parainfluenza e apesar da ampla variação climática entre as regiões brasileiras o padrão 
de circulação dos HPIVs é semelhante em todas as regiões. Freitas (2013) descreve a 
circulação de HPIV-1 nos meses de outono e inverno, HPIV-2 nos meses de inverno e 
HPIV-3 nos meses de primavera. Estudos realizados no sudeste e nordeste do Brasil 
confirmam este padrão de circulação (Bonfim et al, 2011; Alonso et al, 2012). Em 2008, 
Fé e colaboradores, demonstraram que HPIV-1 e -2 circularam com maior frequência 
durante o outono (meses de chuva nesta região), HPIV-1 geralmente o mais prevalente. 
HPIV-3 circula por todo o ano, com maior circulação durante a primavera. Em outro 
estudo realizado no estado de São Paulo (região sudoeste), HPIV-3 foi detectado em 
todos os anos de estudo, principalmente nos meses de primavera, HPIV-1 foi detectado 
no inverno e primavera, mas em menor frequência e HPIV-2 foi detectado 
principalmente na outono (Gardinassi, et al, 2012). 
 Embora existam diferenças nos períodos de circulação dos vírus parainfluenza 
entre os dois hemisférios, esses vírus tem um mesmo padrão de circulação. O vírus 
parainfluenza tipo um causa epidemias bianuais entre Setembro a Dezembro no 
hemisfério norte (Cordey et al., 2009; Liu, et al; 2013). Nos Estados Unidos, a 
temporada em que se observou uma maior positividade de HPIV-2 foi no período de 
outono a inverno, porém, este tipo viral pode causar surtos anuais ou bianuais. 
(Henrickson, 2003; Fry et al., 2006). O HPIV-3 provoca epidemias anuais no inverno e 
primavera na América do Norte e Europa e é um tipo pouco endêmico (Jalal et al., 
2007; Mahony, 2008). O HPIV-4 apresentou maior prevalência nos meses de outono e 
inverno na França (Billaud et al., 2005) e na China (Liu, et al; 2013).  
 Muitos estudos relatam uma relação entre as atividades de HPIV-1 e HPIV-3, 
quando HPIV-1 não estava circulando foi relatado uma maior atividade de HPIV-3 
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(Henrickson, 2003; Fry et al., 2006). E a frequência de detecção de HPIV-2 e -4 
aumenta quando a frequência de HPIV-1 e -3 diminui (Liu, et al; 2013). 
 
1.7.2. Aspectos Demográficos e Impacto 
1.7.2.1. População Infantil 
O vírus parainfluenza é a segunda principal causa de bronquiolite e a principal 
causa de crupe (laringotraqueobonquite) em crianças menores de 5 anos (Singlenton, 
2010; Freitas, 2013). As crianças são as mais acometidas provavelmente pelo fato de 
seu sistema imune estar imaturo. A gravidade da infecção decresce com o aumento da 
idade, o que pode refletir na alteração da fisiologia e com maturação das vias 
respiratórias, bem como a gradual acumulação de anticorpos neutralizantes (Laurichesse 
et al., 1999; Hsieh et al, 2010). 
Infecções por parainfleunza são a segunda causa de hospitalização por doença do 
trato respiratório inferior em crianças menores de cinco anos de idade, considerando as 
infecções por RSV as principais (Hsieh et al, 2010; Schomacker, 2012), As taxas de 
hospitalização por infecção viral pelo vírus parainfluenza em crianças podem ser 
maiores do que aquelas causadas pelo vírus influenza (Srinivasan, 2011). Em um estudo 
que compara crianças da comunidade assintomáticas e crianças hospitalizadas, ambas 
menores de três anos, a detecção de parainfluenza foi maior nas crianças hospitalizadas 
(Singlenton, 2010).   
Em crianças saudáveis, os vírus geralmente causam infecções respiratórias leves, 
entretanto, as infecções podem evoluir para doenças graves com significante morbidade 
e mortalidade em pacientes pediátricos imunodeprimidos (Maeng, 2012). A mortalidade 
causada por HPIV em países em desenvolvimento é considerada alta, seja por infecção 
primária ou facilitando infecções mais graves em crianças desnutridas (Henrickson, 
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2003). Hon e colaboradores (2010) pesquisaram a associação dos vírus influenza e 
parainfluenza com as principais causas de internação de crianças. Os resultados 
mostraram que o vírus parainfluenza também é um importante agente causador de 
internações em unidades de terapia intensiva. Neste mesmo estudo 2% das internações 
anuais em unidades de terapia intensiva foram causadas por parainfluenza. Em crianças 
imunocomprometidas a taxas de mortalidade é inferior a 15% (Srinivasan, 2011).  
A prematuridade, juntamente com doença cardíaca congênita são os principais 
fatores para a ocorrência de infecção respiratória grave em crianças menores de dois 
anos de idade. Spaeder et al (2011) avaliaram o pós-operatório de crianças cardiopatas e 
observaram que as crianças que apresentaram infecções respiratórias tinham 
complicações mais graves se comparadas às que não tiveram. Neste estudo os vírus 
respiratórios foram detectados em 1,7% dos casos (13/744), os HPIVs foram detectados 
em 30,8% (4/13), sendo um HPIV-1, dois HPIV-2 e um HPIV-4. Em outro estudo 
realizado em recém-nascidos com arritmia cardíaca, HPIV-3 foi detectado em 17% 
(12/70) dos casos (Tomik et al., 2003). 
As taxas de detecção de parainfluenza em crianças variam com a idade, estado 
imunológico e presença de comorbidades. As crianças de pouca idade têm maior taxa de 
detecção se comparada com crianças maiores, como mostra o estudo de Alonso et al 
(2012), que detectou 14,6% de HPIV, desse total, 77% eram crianças menores de um 
ano e 14% em crianças de três a quatro anos. Singlenton et al (2010), comparou crianças 
hospitalizadas com crianças saudáveis, e observou que nas crianças sintomáticas a 
detecção de HPIV foi de 18% e nas crianças assintomáticas a taxa de detecção foi de 
3%. Em um estudo realizado com crianças hospitalizadas com infecção por HPIV, 6,8% 
foram diagnosticadas por infecção de origem nosocomial, 6,3% tinham anomalias 
congênitas e 6,8% eram crianças que nasceram pré-maturas (Hsieh et al, 2010).  
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Na análise de todos os tipos de parainfluenza, o HPIV-3 é considerado o mais 
prevalente. Em crianças atendidas em creches (daycare) nos Estados Unidos, a detecção 
de HPIV em dois anos de estudo foi de 12%, sendo HPIV-3 o mais frequente (67,6%), 
seguido de HPIV-4 (22%), HPIV-1 (0,1%) e HPIV-2 (0,03%) (Fairchok, 2010).  
No México, um estudo realizado em um ambulatório de alergia, com crianças de 
2 a 12 anos, HPIV-3 foi detectado em 19% dos casos, HPIV-1 e HPIV-2 tiveram a 
mesma frequência, 8% (Pérez et al, 2009). Em outro estudo realizado em crianças com 
pneumonia para identificar os vírus respiratórios, os HPIV tiveram uma pequena taxa de 
detecção (1,8%, 11/592), entretanto, HPIV-4 foi o tipo que mais detectado nestas 
crianças (70%, 7/11) (Esposito et al, 2012). 
No Brasil, os estudos que relacionam crianças e infecções por parainfluenza 
demosntraram uma variação na taxa de detecção, de 2,3% a 17,7% dos casos de 
infecção respiratória (Tscuchiya et al, 2005; Moura et al, 2003; Straliotto et al, 2004; 
Amaral, 2009; Fé, 2008; Alonso, 2012). Em um estudo que analizou os vírus 
respiratórios em crianças atendidas na unidade de terapia intensiva, emergência e 
ambulatório, a taxa de detecção de HPIV foi de 12,8%, 8,8% e 17,7%, respectivamente 
(Tscuchiya, 2005). Quando analisamos os estudos brasileiros em relação aos tipos de 
HPIVs detectados, observamos maior taxa de detecção para HPIV-3, HPIV-1 e HPIV-2 
em proporções semelhantes de detecção (Amaral, 2009; Tomazelli, 2007; Fé, 2008).  
A maioria dos estudos brasileiros foram realizados com crianças hospitalizadas, 
nestas populações as características de detecção e morbidade de HPIV são variavéis, 
como demonstrado por Alonso e colaboradores (2012) que avaliaram o impacto dos 
vírus respiratórios em crianças com infecções respiratórias e observaram uma 
positividade para HPIV de 14,6%, sendo que 22,6% desses pacientes apresentavam 
bronquiolite e 37,7% pneumonia. Em 2008, Fé e colaboradores obtiveram em seu 
35 
 
estudo 3,81% casos de HPIV e destes, 12% eram pacientes hospitalizados. A proporção 
de casos com bronquiolite e pneumonia foi a mesma 14,5% e os casos de crupe foram 
menos frequentes, 1,7% dos casos.  
 
Observou-se que na pandemia de Influenza A (H1N1)pdm09  em 2009 houve 
um maior acometimento de adultos jovens e crianças, sendo a doença, mais grave nesta 
faixa etária da população, inclusive com maior numero de óbitos. Estes pacientes graves 
em que a infecção por H1N1 foi excluída através de resultado negativo para o teste 
(PCR em tempo real) de Influenza A (H1N1)pdm09  podem ter tido uma infecção por 
um outro patógeno respiratório.  Como mostra o estudo de Nissi et al. (2010), que 
pesquisou vírus respiratórios em dois grupos de pacientes, apenas sintomáticos e 
hospitalizados. Neste trabalho o influenza A(H1N1)pdm09 estava presente em 35% e 
70% respectivamente, porém outros vírus como rinovírus e parainfluenza mostraram 
uma positividade de 25 e 28% respectivamente, sendo o HPIV-3 o mais prevalente nos 
dois grupos, mostrando assim que outros vírus podem causar sintomas graves e que por 
sua falta de diagnóstico nem sempre são conhecidos. 
Embora muitos estudos são realizados para avaliar a ocorrência de HPIV em 
crianças no Brasil, poucos estudos pesquisam os quatro tipos de HPIV, principalmente 
HPIV-4, como também poucos estudos são realizados com técnicas mais sensíveis de 
detecção. 
 
1.7.2.2. Imunocomprometidos 
 A investigação das infecções por vírus respiratórios em adultos são 
predominantes em pacientes imunocomprometidos e os parainfluenza são cada vez mais 
relatados como uma importante causa de infecções graves nesses pacientes, 
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apresentando alto risco na morbimortalidade, atingindo taxas de mortalidade de 13% a 
25% (Srinivasan, 2011; Maeng, 2012; Ustun, 2012; Choi, 2013; Liu, 2013).  
Os pacientes que realizam transplantes de célula tronco-hematopoiética (TCTH) 
são, no entanto, ainda mais suscetíveis, em consequência da extrema imunossupressão, 
devido a uma diminuição tanto da resposta imune celular quanto humoral destes 
pacientes, eles tornam-se incapazes de responder de forma adequada a infecção viral 
(Shah, 2012). A incidência de HPIV em pacientes TCTH varia entre 3,3% a 18% 
(Ustun, 2012; Choi, 2013).  
A maioria dos casos de HPIV em imunocomprometidos tem sido relatada em 
pacientes TCTH, embora, uma minoria dos casos HPIV são encontrados em pacientes 
que realizaram transplantes de órgãos sólidos (Peck et al, 2007). Um estudo com 
pacientes transplantados de pulmão mostrou que após infecção por HPIV, 82% (18/22) 
sofreram rejeição do aloenxerto e 32% desenvolveram bronquiolite obliterante (Vilchez, 
2001). Em transplantados renais as infecções respiratórias apresentam sintomas 
semelhantes a resfriado comum podendo evoluir para pneumonia e insuficiência 
respiratória (Richards, 2005). Park et al, (2009) relata o caso de paciente transplantado 
renal que foi hospitalizado com quadro de rejeição mediada por células T e neste 
período desenvolveu pneumonia, posteriormente diagnosticada infecção por HPIV-3.  
 A frequência de infecções respiratórias em pacientes hospitalizados é 
considerada alto risco, principalmente pelo fato de que podem causar transmissão 
nosocomial. No estudo realizado por Choi et al (2013), referente à aquisição nosocomial 
de infecções respiratórias, 37% dos casos foram adquiridas na comunidade e 63% foram 
adquirida em hospitais. 
 A grande maioria dos estudos que relacionam HPIV e pacientes TCTH relatam 
surtos nosocomiais causados por HPIV-3 e nestes casos as taxas de morbi-mortalidade 
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são maiores (Jalal, 2007; Sydnor, 2012). Maziarz et al. (2009), em um centro de 
transplante detectou 13 casos de PIV-3 em um período de dois meses, com uma taxa de 
mortalidade de 38,5%. Em outro estudo realizado por Grewal et al. (2005) foi relatada a 
transmissão de HPIV-1 entre duas irmãs que desenvolveram simultaneamente aplasia de 
medula óssea após transplante, sendo que uma delas evoluiu ao óbito e a outra obteve 
melhora.  
 Uma das complicações mais frequentes após infecção do trato respiratório 
superior por HPIV é a progressão para o trato respiratório inferior, que ocorre em 20 a 
34% dos casos (Srinivasan, 2011; Chemaly, 2012; Falsey, 2012). Em estudo com 
pacientes TCTH e pacientes com leucemia, estes últimos foram mais propensos a 
evoluírem para pneumonia após a infecção respiratória do trato superior, e os fatores 
mais associados a esta progressão foram os pacientes serem neutropenicos, estarem em 
tratamento quimioterápico e co-infecções respiratórias (Chemaly, 2012). Schiffer et al 
(2009) observram que 36% dos casos de infecção por HPIV em pacientes que já haviam 
realizado transplante evoluíram para infecção do trato respiratório inferior e desses 46% 
evoluíram para óbito. 
 Os dados brasileiros sobre infecção respiratória por parainfluenza em pacientes 
TCTH descrevem uma taxa de detecção que varia de 10,3% a 27,2% (Machado, 2003; 
Raboni, 2003; Tscuchiya, 2005).  
 No estudo de Raboni et al (2003) com pacientes TCTH com sintomas 
respiratórios, a presença de vírus respiratórios foi verificada em 17% das amostras 
sendo que HPIV foi encontrado em 11% destas. Este estudo mostrou ainda que 27% dos 
pacientes que tiveram amostras positivas para HPIV apresentaram pneumonia e a 
mortalidade por esse vírus foi de 28%. Outro estudo, realizado no Estado de São Paulo 
também com pacientes transplantados de medula, mostrou uma positividade para 
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parainfluenza de 17,6%, sendo que em 7 pacientes o HPIV foi o único vírus detectado e 
os outros cinco pacientes tinham co-infeções. Neste estudo, porém, nenhum paciente 
que teve infecção por HPIV evoluiu para pneumonia ou óbito (Machado, 2003). 
 
 Apesar das infecções por vírus respiratórios serem mais graves em pacientes 
imunocomprometidos, as infeções ocorrem também em adultos e crianças 
imunocompetentes, geralmente causando doenças leves, sendo em geral auto-limitada e 
restritas ao trato respiratório superior (Park, 2009). Novos estudos são necessários para 
que possamos estimar o impacto dos vírus parainfluenza em pacientes 
imunocompetentes e imunocomprometidos, uma vez que ambos os grupos estão 
vulneráveis a adquirir e transmitir viroses respiratórias. 
  
 
1.8. Diagnóstico 
Como os sintomas clínicos que os vírus parainfluenza causam são semelhantes 
aos demais vírus respiratórios, a detecção de HPIV deve ser feita através de diagnóstico 
específico. Este diagnóstico pode ser realizado por métodos que variam em 
sensibilidade, tempo de realização e custo. As principais técnicas utilizadas são o 
isolamento viral, tipagem com anticorpos monoclonais e identificação (Terlizzi, et al, 
2009). E para cada técnica a qualidade da amostra é fundamental, como é o caso das 
técnicas de isolamento viral ou imunofluorescência, em que as amostras de lavado ou 
aspirado nasal são as mais indicadas, e swab nasal ou de orofaringe para a RT-PCR 
(Karron & Collins,, 2007). 
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O aprimoramento das técnicas para diagnóstico virológico como, sorologia e 
testes moleculares permitiu estudos mais completos sobre os vírus respiratórios e suas 
relações com as infecções respiratórias. 
O isolamento por cultura celular é considerada a técnica “padrão-ouro” para 
detecção de HPIV, as células mais viáveis são LLC-MK2, Vero, HeLa e HEp-2 
(Henrickson, 2003; Mahony, 2010). Está técnica demandam muito tempo para 
confirmação, podendo variar de 6 à 10 dias, e os HPIVs podem apresentar efeito 
citopáticos diferentes. A identificação do tipo de HPIV pode ser realizada por meio das 
técnicas de inibição da hemadsorção ou hemaglutinação e imunofluorescência 
(Henrickson, 2003, Terlizzi et al, 2009).  
O desenvolvimento de anticorpos monoclonais específicos para detecção viral 
permite a sua aplicação em metodologias baseadas na marcação e revelação com 
fluorocromos, como os anticorpos monoclonais utilizados na técnica de 
imunofluorescência indireta (IFI) ou direta (IFD) que tornaram-se amplamente 
disponíveis (Fé et al., 2008; Terlizzi et al., 2009). A técnica de imunofluorescência (IF) 
é atualmente o método mais rápido e preciso disponível para detectar o tipo de HPIV 
em amostras isoladas, demandam de 3 a 5 horas e a sensibilidade quando comparada a 
técnicas moleculares é menor (Landry et al., 2000, Kuypers, 2006; Mahony, 2010). 
Billaud et al. (2005) em um de seus trabalhos relata que a frequência de HPIV-4 
identificada pela técnica de IF varia de 1 a 3%. Os melhores resultados têm sido 
demonstrados para HPIV-3 e a maioria dos estudos relata sensibilidade entre 50 e 75%, 
quando utilizada a técnica de imunofluorescência direta (Rocha et al., 2005).  
  O advento da biologia molecular, principalmente o ensaio da Reação em Cadeia 
da Polimerase (RT-PCR), além de aumentar a sensibilidade, especificidade e rapidez do 
diagnóstico de infecções respiratórias virais, também permite detectar pequenas 
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quantidades de vírus em diferentes fluídos biológicos, porém com um custo mais 
elevado que as outras técnicas.  
 O tempo de execução dos testes moleculares varia conforme os métodos 
utilizados, que podem ser PCR convencionais onde os produtos de amplificação são 
revelados em gel de agarose. Os resultados podem ser observados entre 7-8 horas 
(Moreira et al, 2013). Na reação de “nested” PCR o produto de PCR já amplificado é 
utilizado em nova etapa de amplificação com oligonucleotídeos (primers) mais 
específicos e o tempo de execução pode chegar a 10 horas (Tong, 2008; Watanabe, 
2013). A PCR em tempo real (RT-qPCR) é reação realizada com marcadores que 
emitem sinais ao mesmo tempo em que amplificam o material genético do vírus e estas 
reações são realizadas entre 2-3 horas (van de Pol et al, 2007; Kim et al, 2011). Muitos 
ensaios comerciais foram desenvolvidos com o objetivo de detectar múltiplos vírus em 
mesma reação e em menor tempo, estas são as reações de PCR “multiplex” em tempo 
real (Li et al, 2007; Roh et al, 2008; Kim et al, 2009; Babady et al, 2012) 
A sensibilidade e especificidade dos métodos existentes para o diagnóstico de 
HPIV também são variáveis. O estudo de Templeton e colaboradores (2004) utilizando 
cultura celular e um PCR multiplex em tempo real detectaram 64% (7/11) mais HPIV 
que a cultura, sendo que HPIV 4, por exemplo, foi detectado apenas na PCR. Após o 
desenvolvimento de um ensaio RT-PCR multiplex para os quatro tipos virais de PIV, 
pode-se observar que a frequência global de PIV aumentou de 11,6% para 25,8% em 
relação a imunofluorescência e mesmo com baixa positividade de PIV-4 (6,1%) a 
sensibilidade da RT-PCR foi maior que a cultura, provavelmente porque PIV-4 é de 
difícil crescimento em culturas celulares (Aguilar et al., 2000). 
Em um estudo comparando Cultura celular, IF e RT-PCR em tempo real para os 
principais vírus respiratórios a sensibilidade dessas técnicas foram 22,2%, 48,1% e 
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96,3%, respectivamente. HPIV foi detectado na cultura em apenas 2 (11,8%) casos e na 
IF em 5 (29,4%) casos, dos 17 casos detectados na RT-PCR. Este estudo também 
mostrou a sensibilidade das técnicas em relação à detecção de vírus respiratórios em 
pacientes assintomáticos e nestes RT-PCR em tempo real, cultura e IF apresentaram 
sensibilidade de 90% (9/10), 40% (4/10) e 10% (1/10), respectivamente (Kuypers et al 
2009).    
Métodos sensíveis são necessários para detectar infecções por vírus respiratórios 
em pacientes com pouco ou nenhum sintoma, onde a quantidade de excreção viral 
provavelmente é baixa, mas podem ainda ser transmitidos.   
 
 
1.9. Prevenção e Tratamento 
 Atualmente o tratamento das infecções ocasionadas pelos parainfluenza vírus é 
principalmente visando o alívio dos sintomas, exceto no caso de crupe, em que o alívio 
sintomático pode ser alcançado com corticosteróides (Schomacker, 2012). 
Embora não existam agentes antivirais licenciados para o tratamento da infecção 
HPIV, a ribavirina tem sido utilizada e tem mostrado resultados promissores em 
modelos animais e crianças com imunodeficiência combinada grave, no entanto, em 
pacientes TCTH tem apresentado resultados conflitantes, não apresentando efeito sobre 
a carga viral, a duração dos sintomas, tempo de internação, a progressão da infecção 
(Falsey, 2012). Novas drogas, tais como DAS-181 (uma proteína sialidase 
recombinante), BCX 2855 e BCX2798 (inibidores de hemaglutinina-neuraminidase), 
estão a ser avaliadas para o tratamento de infecções por HPIV (Alymoya et al, 2004; 
Shah et al, 2012; Guzmán-Suarez et al, 2012). No estudo realizado com a DAS-181 em 
paciente TCTH, após três dias do ínicio da medicação os sintomas e função pulmonar 
42 
 
melhoraram e observou-se também redução na carga viral de HPIV-3 (Chen, 2011). O 
estudo que avaliou à administração de diferentes doses de BCX2798 em camundongos 
também observou reduzução significativa dos títulos virais (forma de dose e tempo-
dependente) e alterações histopatológicas nas vias respiratórias (Alymoya et al, 2009).  
O desenvolvimento de vacinas para os vírus parainfluenza tem sido foco  
principal dos recentes estudos de prevenção da infecção do trato respiratório inferior em 
lactantes e crianças jovens. Existem duas abordagens para a citação de vacinas, 
principalmente  a vacina atenuada do vírus parainfluenza bovino (bPIV3) e a vacina de 
vírus sensível à temperatura (CP45 – cold passage murant 45) (Sato et al, 2008; Bayon, 
2012).  
A bPIV3, baseia-se em um vírus HPIV3 bovino com os genes F e HN 
substituídos pelo sorotipo humano. Testes preliminares não demonstraram uma resposta 
adequada ao sorotipo humano (Karon & Collins, 2007; Sato et al, 2008). A avaliação da 
CP45, que é um derivado por atenuação da abordagem clássica de passagem 
consecutiva a temperaturas mais baixas, tem demonstrado maior segurança e 
imunogenicidade em crianças soro negativas para HPIV, porém, existe um risco de 
reversão e de recuperação de patogenicidade viral in vivo e, assim, esta vacina não 
podem ser usadas em mulheres grávidas e em pessoas imunocomprometidas (Karon & 
Collins, 2007; Sato et al, 2008; Bayon, 2012). 
Na ausência de uma vacina ou terapia eficaz, medidas de controle de infecção 
são a base para a prevenção e controle da propagação de HPIV, principalmente a 
nosocomial. Evitar que pacientes contaminados tenham contato com outros pacientes, 
higiene das mãos, e utilização de máscaras e luvas, além de precauções universais, 
devem ser enfatizados para profissionais de saúde, familiares e visitantes, pois 41% a 
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63% dessas infecções podem ser adquiridas no ambiente hospitalar (Ustun et al, 2012; 
Choi et al, 2013). 
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2. Justificativa 
 
As infecções respiratórias são responsáveis por um grande aumento no número 
de atendimento ambulatorial e hospitalar, sendo causadas pelos vírus respiratórios, 
como o vírus parainfluenza. Este vírus é particularmente importante por causar 
infecções em pacientes imunodeprimidos, crianças e pessoas com algum tipo de 
comorbidade, sendo também, identificados como causa de surtos envolvendo crianças 
em idade escolar e em unidade de transplantante de células tronco-hematopoiéticas.  
A maioria das infecções respiratórias é de difícil diferenciação apenas pela 
apresentação clínica dos pacientes, fazendo com que a investigação laboratorial seja 
essencial para seu diagnóstico definitivo. Apesar do crescente número de pesquisas 
envolvendo HPIVs, atualmente, são poucos os dados epidemiológicos referentes às 
infecções respiratórias causadas por parainfluenza humano no Brasil e estes, limitam-se 
a estudos de detecção dos tipos 1, 2 e 3, não tendo dados de HPIV-4 no país. A falta de 
dados epidemiológicos sobre HPIV-4 impede um entendimento claro do quadro clínico 
completo de HPIVs. 
 Com a pandemia do vírus Influenza A (H1N1)pdm09, o número de internações 
resultantes de infecções respiratórias teve um grande aumento, porém, dados recentes 
apontaram para outras etiologias em internados com suspeita de Influenza A 
(H1N1)pdm09, demonstrando que existem outros vírus que ainda precisam ser 
identificados e que podem causar complicações respiratórias.   
Para a detecção de vírus respiratórios é ideal que sejam desenvolvidas 
metodologias rápidas, com custo acessível para o diagnóstico laboratorial. Atualmente, 
no Brasil o principal método diagnóstico em ambientes hospitalares é a IF, entretanto, 
um diagnóstico sensível e rápido de parainfluenza é essencial para reduzir a transmissão 
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nosocomial para pacientes de alto risco, para escolher a terapia antiviral adequada, para 
limitar o uso desnecessário de antibióticos, e para evitar infecções secundárias 
oportunistas.  
Diante do exposto propomos este estudo que irá avaliar a presença de 
parainfluenza em pacientes da comunidade, hospitalizados e de diferentes grupos de 
risco, com diversidade de sintomas clínicos – mais leves ou mais graves - através de 
metodologia molecular mais sensível em relação à técnica de imunofluorescência, que 
requer realização em amostras não congeladas e não permite a detecção em pacientes 
sintomáticos por períodos mais longos.   
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3. Objetivos 
 
3.1. Objetivo Geral 
Investigar a ocorrência dos quatro tipos de Parainfluenza humano em amostras 
de pacientes adultos e crianças, internados ou ambulatoriais, coletados no período de 
2002 a 2012. 
 
3.2. Objetivo Específico 
- Padronizar uma metodologia molecular de RT-PCR em tempo real para 
detectar os 4 tipos de Parainfluenza humano; 
- Avaliar a frequência de detecção dos HPIVs em pacientes de diferentes 
programas de transplante; 
- Avaliar a frequência de detecção dos HPIVs em crianças cardiopatas; 
- Avaliar a frequência de detecção dos HPIVs em pacientes internados com 
síndrome respiratória aguda grave por suspeita Influenza A (H1N1)pdm09; 
- Avaliar as características clínicas dos pacientes transplantados e com 
comorbidades. 
- Avaliar a distribuição dos tipos de HPIV nas amostras positivas. 
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4. CASUÍTICA E MÉTODOS 
 
 4.1. População 
 Este é um estudo retrospectivo com análise de amostras que foram coletadas 
entre os anos de 2002 à 2012 e também, questionários com informações do quadro 
clínico dos pacientes. No presente estudo, foram utilizadas amostras coletadas em um 
período de 10 anos, de 2002 a 2012. Foram selecionadas amostras de adultos 
transplantados renais, crianças com cardiopatia congênita, adultos em programa de 
transplante célula tronco-hematopoiética e adultos e crianças hospitalizados com 
suspeita de infecção respiratória pelo vírus Influenza A(H1N1)pdm09 atendidos em 
diferente postos de serviço de atendimento do complexo Hospital São Paulo (HSP – 
UNIFESP), todos os pacientes incluídos no estudos apresentavam quadro respiratório 
inicial de provável etiologia viral. 
 
4.1.1. Descrição das populações estudadas 
 Foram coletadas 129 amostras de 128 pacientes pediátricos atendidos no 
ambulatório do departamento de cardiopatia congênita da cardiologia do HSP – 
UNIFESP, durante suas consultas de rotina, e os médicos encaminhavam para coleta se 
preenchessem os critérios de inclusão para quadro respiratório. As amostras foram 
coletadas nos meses de fevereiro a setembro dos anos de 2005, 2007 e 2008.  
As crianças com cardiopatia congênita (CARDIO) foram incluídas no estudo 
quando tinham idade inferior ou igual a 12 anos de idade com doença cardíaca 
congênita e sintomas respiratórios (até 5 dias) que eram avaliadas pela pediatra. As 
amostras foram coletadas em três períodos distintos, fevereiro a setembro de 2005, 
fevereiro a dezembro 2007 e fevereiro a setembro de 2008. 
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Dos pacientes transplantados renais (TX Renal), foram coletadas 233 amostras 
de 230 de adultos atendidos no ambulatório de transplante renal do Hospital do Rim e 
Hipertensão – UNIFESP no período de julho de 2002 a dezembro de 2004. Os pacientes 
eram avaliados por médicos e quando observavam a presença de sintomas respiratórios 
com início dos sintomas até sete dias, encaminhavam os pacientes para pessoal treinado 
do Laboratório de Virologia da Disciplina de Infectologia – UNIFESP, para fazer a 
coleta das amostras. 
 Dos pacientes atendidos pelo Programa de Transplante de Células Tronco-
Hematopoiéticas (TCTH) do HSP – UNIFESP foram coletadas 381 amostras de 207 
adultos, durante o período de março de 2008 a dezembro de 2012. Estes eram pacientes 
transplantados de células tronco hematopoiéticas, ou portadores de doenças 
hematológicas apresentando quadro clínico de infecção respiratória aguda, ou 
eventualmente, pacientes assintomáticos hospitalizados que tivessem contato recente 
(até três dias) com pacientes apresentando quadro clínico de infecção respiratória aguda.  
Como critério de inclusão no estudo, o paciente deveria apresentar sintomas que 
indicassem infecção respiratória aguda de provável etiologia viral com até sete dias do 
início dos sintomas. Apesar disso, o laboratório aceitava para diagnostico de rotina, 
amostras de pacientes com sintomas de indicação de infecção respiratória aguda com 
início maior que sete dias. Estes pacientes eram atendidos na enfermaria de hematologia 
ou ambulatório (hospital-dia) do HSP – UNIFESP e avaliados por um médico 
infectologista, que realizava a coleta da amostra e do questionário com dados clinicos e 
posteriormente encaminhava ao laboratório. 
 Foram coletadas 324 amostras de 311 pacientes, entre adultos e crianças, no 
período de abril de 2009 a novembro de 2010, por suspeita de infecção por Influenza 
A(H1N1)pdm09 (sH1N1). Para inclusão no estudo, das amostras de pacientes suspeitos 
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de infecção por Influenza A(H1N1)pdm09, estas, deveriam pertencer à pacientes, 
adultos ou crianças, hospitalizados no HSP – UNIFESP por suspeita de infecção por 
Influenza H1N1 e estarem apresentando Síndrome Respiratória Aguda Grave (SRAG), 
sintomas como febre, tosse e dispnéia, no momento da coleta. A determinação dos 
sintomas da SRAG indicativos de infecção por Influenza A (H1N1)pdm09 foi com o 
protocolo descrito pelo Ministério da Saúde (http://portal.saude.gov.br/portal/ 
arquivos/pdf/protocolo_manejo_influenza_22_04.pdf) adotado no referido hospital 
durante a pandemia de Influenza A (H1N1)pdm09 de 2009 e nos casos atendidos em 
2010.  
 
O critério de inclusão de início de sintomas de até cinco (CARDIO) ou sete dias 
(demais grupos) pode ter sido ultrapassado caso julgado necessário pelos médicos 
responsáveis, ou pela equipe de coleta.  As amostras de mesmo indivíduo foram 
coletadas em episódios diferentes, com intervalo de pelo menos 15 dias entre elas. 
Foram considerados adultos, os pacientes com idade superior a doze anos e crianças 
com idade igual ou inferior a doze anos. 
A utilização dos dados e todos os procedimentos a serem realizados no trabalho tiveram 
aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital São Paulo (CEP Nº: 0981/10 – 
Anexo A). A autorização dos autores dos projetos que anteriormente estudaram essas 
amostras foi obtida. 
 A figura 2 representa o fluxograma com as amostras incluídas no estudo. 
53 
 
 
Figura 2: Número de amostras estudadas por população e ano. 
 
4.1.2. Critérios de Exclusão 
Os critérios de exclusão das amostras de pacientes foram: amostras provenientes 
do mesmo indivíduo que foram coletadas no mesmo episódio. Consideramos um 
episódio, quando não houver intervalo entre uma amostra e outra em um período de 15 
dias. 
 
4.1.3. Coleta de dados clínicos 
No momento da coleta das amostras das crianças cardiopatas e adultos TX 
RENAL, após consentimento dos responsáveis (Anexo B), foi aplicado questionário 
sobre dados demográficos, epidemiológicos e clínicos considerados relevantes para o 
estudo (Anexo C e D). Em relação ao quadro clínico, foram investigados: o tempo de 
início do quadro respiratório, a presença de febre, sintomas respiratórios e gerais e a 
1067Amostras
TX Renal
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TX Renal 2002
N= 40
TX Renal 2003
N=27
TX Renal 2004
N=166
CARDIO
130/1067
CARDIO 2005
N= 61
CARDIO 2007
N= 29
CARDIO 2008 
N= 39
TCTH
383/1067
TCTH 2008N= 
109
TCTH 2009
N=91
TCTH 2010
N= 27
TCTH 2011
N= 63
TCTH 2012
N= 91
sH1N1
324/1067
sH1N1 2009
N= 225
sH1N1 2010
N= 99
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presença de comorbidades. Também foi investigada fatores de risco para infecção por 
vírus respiratório como o contato com crianças menores de 5 anos. 
 As amostras dos pacientes TCTH foram coletadas como rotina de investigação 
laboratorial e serviço prestado ao HSP – UNIFESP, para benefício do paciente, por este 
motivo, não há termo de consentimento livre e esclarecido. Nestas amostras, a coleta 
dos dados clínicos dos pacientes foi feita por avaliação da ficha de entrada da amostra 
(Anexo E) no Laboratório de Virologia Clínica, que contém um questionário para 
preenchimento dos dados clínicos do paciente, pelo médico infectologista do programa 
de Transplante de Células Tronco Hematopoiéticas daquele momento. Neste 
questionário foram investigadas doenças de base e eventualmente tempo de transplante. 
 Da mesma maneira que os pacientes TCTH, as amostras dos pacientes suspeitos 
de infecção por Influenza A(H1N1)pdm09 fazem parte de um serviço de diagnóstico do 
Laboratório de Virologia Clínica prestado ao HSP – UNIFESP, sendo assim, não há 
termo de consentimento livre e esclarecido, tampouco houve questionário clínico 
enviado ao laboratório no momento da coleta.  
 
4.2 Coleta e processamento das Amostras 
Para as crianças cardiopatas foi coletada uma amostra de aspirado nasofaríngeo 
realizado pelo enfermeiro ou médico responsável pelo setor. Nos adultos TCTH e TX 
Renal foram coletadas amostras de lavado nasal, instilando-se 5 mL de Ringer-lactato 
em cada narina e posterior recuperação do lavado em recipiente coletor estéril. Nos 
demais pacientes, foi coletada amostras utilizado swab de nasofaringe e swab nasal.  
Após a coleta, as amostras foram enviadas ao Laboratório de Virologia Clínica da 
Disciplina de Infectologia da UNIFESP, onde foram separadas em duas alíquotas, sendo 
uma para utilização de métodos moleculares com aproximadamente 1mL de amostra 
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pura, e outra contendo amostra e meio de transporte de vírus (Cultilab, Brasil) para 
posterior realização de isolamento viral em cultura celular. Essas alíquotas foram 
armazenadas em freezer à - 80°C para a posterior utilização 
 
4.3 Cepas de vírus controles 
 As cepas de vírus controles foram também fornecidas através de parceria 
científica com laboratório de pesquisa do Prof. Dr. Eurico Arruda da Universidade de 
São Paulo, Campus Ribeirão Preto e do Dr. João Renato Pinho do Laboratório de 
Biologia Molecular do Hospital Albert Einstein. 
 
4.4  Extração dos ácidos nucléicos 
Os ácidos nucléicos (RNA) foram extraídos diretamente das alíquotas separadas 
anteriormente (mantidas a -80ºC) para o PCR através do Kit “QIAamp Viral RNA 
extraction Kit” (Qiagen, Alemanha) seguindo as recomendações do fabricante. Após a 
extração, o material foi estocado em freezer -80ºC até o momento de sua aplicação em 
RT-qPCR. 
 
4.5. Padronização e validação dos testes moleculares 
4.5.1 Padronização da reação de RT-qPCR para HPIV 
A reação de RT-qPCR para os quatro tipos de parainfluenza humano (HPIV-1, 
HPIV-2 e HPIV-4) foi realizada com primers específicos que foram descritos por van 
de Pol et al. (2007) e os primers e sondas específicos para HPIV-3 segundo Kim e 
colaboradores (2011), tendo como alvo o gene codificador da Hemaglutinina-
Neuroaminidase para HPIV-1, HPIV-2 e  HPIV-3 e gene do Nucleocapsidio para HPIV-
4 (Tabela 2). 
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  Como controle endógeno e normalizador da reação foi utilizado primers e sondas 
específicos que amplificam um fragmento do gene codificador da RNase P, de 
expressão constitutiva, que foi utilizado como controle interno, como descrito por 
Emery (2004) (Tabela 2). 
 
Tabela 2: Primers e sondas selecionadas para o estudo segundo van de Pol et al (2007) e Kim e 
colaboradores (2011).  
Nome do 
Primer 
Sequência (5`-3`) 
Região do 
Gene 
PIV 1-F TGA TTT AAA CCC GGT AAT TTC TCA T 
Hemaglutinina- 
Neuraminidase 
PIV 1- R CCT TGT TCC TGC AGC TAT TAC AGA 
PIV 1- S FAM-ACG ACA ACA GGA AAT C-MGB 
PIV 2-F AGG ACT ATG AAA ACC  ATT TAC CTA AGT GA 
Hemaglutinina- 
Neuraminidase 
PIV 2- R AAG CAA GTC TCA GTT CAG CTA GAT CA 
PIV 2- S 
FAM-ATC AAT CGC AAA AGC TGT TCA GTC ACT 
GCT ATA C-BHQ 
PIV 3-F TGG YTC AAT CTC AAC AAC AAC AAG ATT TAA G 
Hemaglutinina- 
Neuraminidase 
PIV 3- R TAC CCG AGA AAT ATT ATT TTG CC  
PIV 3- S 
FAM-CCC ATC TG”T” TGG ACC AGG GAT ATA CTA 
CAA A  
PIV 4-F CAA AYG ATC CAC AGC AAA GAT TC 
Nucleocapsideo PIV 4- R 
ATG TGG CCT GTA AGG AAA GCA 
PIV 4- S 
Cy5-GTA TCA TCA TCT GCC AAA TCG GCA ATT 
AAA CA-BHQ 
RNAse 
P-F 
AGATTTGGACCTGCGAGCG 
  
RNAse 
P-R 
GAGCGGCTGTCTCCACAAGT 
  
RNAse 
P-S 
FAM-TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG-TAMRA 
  
Legenda: onde indicado “T” marcação interna com quencher BHQ1 
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A técnica para detecção de HPIV foi realizada em uma única etapa, seguindo-se 
o protocolo preconizado para o kit comercial AgPath ID One Step RT-PCR Kit 
(Applied Biosystems – EUA®). Para realizarmos a detecção dos quatro tipos virais e do 
controle endógeno em uma mesma reação, foi padronizado um duplex com HPIV-
4/RNase P. 
A reação de PCR em tempo real para detecção dos HPIV-1, -2 e -3 deve ser 
realizado contendo 0,90µM de primer forward e 0,90 µM de primer reverse de cada 
HPIV; 0,15 µM de sonda para cada HPIV; 1x RT-PCR Buffer,1X RT-PCR Enzyme Mix, 
5 µL de RNA, e água DEPC q.s.p para 25 µL.   
Para a detecção do duplex HPIV-4/RNAse P o volume final também é de 25 µL, 
sendo este com 0,90µM de primer forward  e 0,90µM de primer reverse para HPIV-4,  
0,30µM de primer forward e 0,30µM de primer reverse para RNAse P; 0,10µM de 
sonda para HPIV-4 e 0,10µM de sonda para RNAse P, 1x RT-PCR Buffer, 1X RT-PCR 
Enzyme Mix e 5 µL de RNA.  
As condições de ciclagem para os protocolos acima foram: 10 minutos a 45ºC, 
10 minutos a 95ºC, seguido de 45 ciclos de 15 segundos a 95ºC e 1 minuto a 55ºC.  
 
4.5.1.1 Construção de curvas-padrão de RNA  
Foi realizada a construção de curvas-padrão de RNA para as espécies dos vírus 
parainfluenza humano (HPIV-1, HPIV-2, HPIV-3 e HPIV-4). As curvas foram 
construídas a partir da clonagem em plasmídeo da região alvo-específico dos pares de 
primers selecionados para os ensaios em tempo real.  
Para a construção das curvas-padrão de RNA primeiramente foi realizada uma 
RT-PCR convencional dos controles positivos de HPIVs usando os pares de primers 
específicos do protocolo de RT-PCR em tempo real, a confirmação da reação foi 
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observada em gel de agarose 1,5%. Após a confirmação da positividade dos controles 
positivos específicos para cada vírus foi realizada a purificação dos produtos de PCR 
por meio do kit QIAquick PCR Purification (Qiagen), conforme especificações técnicas. 
A clonagem em plasmídeo dos produtos purificados foi realizada seguindo as 
indicações dos fabricantes, por meio do kit pGEM®-T Easy Vector Systems 
(Promega®), um plasmídeo linear, que contém os genes promotores da RNA polimerase 
T7 e SP6, possui em cada uma de suas extremidades uma timina livre complementar a 
adenina inserida pela Taq DNA no final de cada produto de amplificação.  (Figura 3). A 
reação foi realizada com 5 µL de um tampão (2X Rapid Ligation Buffer T4 DNA Ligase 
), 1µL do vetor pGEM-T  (50ng) , 1 µL de T4 ligase ( 3U/ µL ) e  4 µL do produto de 
PCR purificado em um volume final de 10µL. A reação de ligação foi incubada  4ºC 
durante dois dias. 
Figura 3: Mapa do vetor pGEM®-T . Em destaque são mostrados: sequências de anelamento 
dos iniciadores M13, sítios de restrição, origens de replicação, genes marcadores de seleção e 
região promotora (fonte: http://www.promega.com). 
 
O produto de ligação foi transformado por choque térmico em bactérias E. coli 
competentes (JM109 High Efficiency Competent Cells) fornecidas pelo kit, 
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adicionando-se, 5 µL do produto de ligação para  50 µL de células competentes, em 
microtubo tipo eppendorf, seguido de um período de incubação de  20 minutos no gelo, 
após esse período a suspensão de células foi submetida a um choque térmico (42ºC em 
banho seco) por 50 segundos, prossegue-se com uma incubação de 2 minutos 
novamente no gelo. Após esse período foi adicionado 950 µL meio SOC (Invitrogen™) 
e a cultura foi transferida para um tubo de 15mL e incubado por 1hora e 30 minutos a 
37ºC sob agitação (aproximadamente 150rpm).  Após esse período de incubação, a 
cultura foi centrifugada por 10 minutos, 1000xg e o pellet formado foi ressuspendido 
em 200 µL de meio SOC (Invitrogen™). Os clones transformantes foram selecionados 
em meio TSB na presença de ampicilina 200 µg/mL, 80 µL de XGal (20mg de 
XGal/1mL de dimetilformamida) e 14 µL de IPTG (0,8 M), gentilmente cedidos pelo 
laboratório ALERTA/LEMC (setor de pesquisa do Laboratório Especial de 
Microbiologia Clínica da UNIFESP). As placas foram incubadas em estufa a 37ºC por 
aproximadamente 48 horas para que fosse possível a observação do crescimento de 
colônias brancas e azuis. 
Algumas colônias brancas foram selecionadas e transferidas para 10mL de meio 
TSB com ampicilina (200 µg/mL) e incubadas overnight a 37ºC sob agitação. O 
crescimento bacteriano foi observado através da turbidez do meio de cultura. Uma 
aliquota foi retirada para análise da clonagem. O caldo foi centrifugado 4.000 xg por 5 
minutos e o pellet foi submetido a extração plasmidial por lise alcalina (miniprep)  
utilizando o kit  AxyPrepTM Plasmid Miniprep (Axygen Biosciences®) seguindo as 
recomendações do fabricante. Após a extração, foram submetidos a digestão com 
enzima de restrição restrição Sca I (invitrogen®) , conforme recomendações do 
fabricante e analisado em gel de agarose para verificar se o material havia sido digerido 
com a enzima. 
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O produto da linearização foi purificado utilizando o QIAquick PCR Purification 
Kit® (Qiagen, Alemanha), conforme descrito anteriormente ou adiante. 
Para a transcrição in vitro do DNA plasmidial linearizado foi utilizado o kit 
MEGAshortscript T7 (Ambion®), onde o 8 µL produto purificado anteriormente foi 
incubado a 37ºC overnight , juntamente com 2 µL  de cada ribonucleotídeo ( T7 ATP, 
T7CTP, T7GTP e T7UTP), 2 µL de enzima e 2 µL tampão 10X.  Após período de 
incubação, 1 µL de TURBO DNase foi adicionada e novamente a reação foi incubada  a 
37ºC por 15 minutos.  
O produto transcrito foi purificado com kit MEGAclearTM (Ambion®) e 
concentrado utilizando acetato de amônia e eluído em 50 µL em tampão de eluição. O 
RNA transcrito foi quantificado no aparelho Qubit® Fluorometer e reagentes Qubit® 
RNA Assay (ambos, Invitrogen™). Para a construção da curva-padrão de RNA foi 
necessário calcular o número de cópias de cada HPIV (Figura 4).  
Figura 4: Formula utilizada para calcular o número de cópias de RNA transcrito 
dos clones de HPIV (fórmula adaptada da apostila da Applied Biosystems). 
Número de cópias= N x 6,022 X 1023 
T x 320 
Legenda:  N= concentração (g/µL) de RNA 
T = tamanho do transcrito (pares de base) 
6,022 X 1023= número de moléculas em 1 mol (número de 
Avogadro) 
320 g/mol = peso molecular médio de 1 base de ssRNA 
 
A partir do valor obtido com a construção das curvas padrão foram realizadas 
diluições seriadas de fator 10 do RNA transcrito, as diluições foram feitas com usando 
carreador como diluente (Yeast tRNA 100ng/ul, Ambion®). Essa diluição seriada 
também possibilitou a determinação do limite de detecção da reação de RT-qPCR para 
os quatro tipos de parainfluenza. 
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4.5.2 Testes de Sensibilidade e Especificidade 
Para determinação da sensibilidade da técnica foram utilizadas as cepas clonadas 
de HPIV-1, HPIV-2, HPIV-3 e HPIV-4. Os clones utilizados foram quantificados no 
aparelho Qubit® Fluorometer e reagentes Qubit® RNA Assay (ambos, Invitrogen™) e 
os valores das diluições foram informados para o software do aparelho. Primeiramente 
foram utilizadas diluições seriadas variando de 1,96x1012 cópias/5µL a 1,96x10-2 
cópias/5µL para sonda HPIV-1, 1,4x1012 cópias/5µL a 1,4x10-2 cópias/5µL para sonda 
HPIV-2, 3,2x1010 cópias/5µL a 3,2x10-2 cópias/5µL para sonda HPIV-3 e 1.16x1012 
cópias/5 µL a 1.16x10-2 cópias/5µL para sonda HPIV-4 para determinar os pontos as 
serem utilizados posteriormente. Para construção da curva foram utilizadas 8 diluições 
de cada curva específica, as variações entre os quatro tipos de HPIV estão apresentadas 
na tabela 3. 
 
Tabela 3: Distinção do número de cópias de RNA. Para cada 1µL do volume de RNA transcrito 
e diluições utilizadas para cada espécie de parainfluenza na realização da curva-padrão. 
Espécies de HPIV Número de cópias/5µL 
Diluições utilizadas 
nas curvas-padrões 
HPIV-1 1,96 x 1012 104 a 10-3 
HPIV-2 1,4 x 1012 104 a 10-3 
HPIV-3 3,2 x 1010 104 a 10-3 
HPIV-4 1,16 x 1012 104 a 10-3 
 
Foram realizadas reações com cepas controles de HPIV-1, HPIV-2, HPIV-3, 
HPIV-4 com intuito de confirmar que o teste detecta os quatro tipos de HPIV. Amostras 
clínicas previamente positivas na imunofluorescência para HPIV-1, HPIV-2 e HPIV-3 
também foram utilizadas, sendo uma amostra para cada tipo de HPIV. 
A especificidade analítica foi avaliada por meio de testes com cepas-controle de 
outros vírus respiratórios, como, Influenza A e B, Metapneumovírus humano, vírus 
sincicial respiratório, adenovírus, rinovírus e coronavírus (OC43, 229E, NL63 e SARS). 
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Testes de reprodutibilidade e repetibilidade foram realizados para os quatros 
HPIVs a fim de obter o Ct médio que vai determinar o limite de detecção dos HPIVs. 
 
 
4.6 Detecção em amostras clínicas 
    As reações foram realizadas utilizando o kit AgPath ID, conforme descrito 
anteriormente (item 4.5.1). A amplificação e detecção foram realizadas no aparelho 
"7500 Real Time PCR System" (Applied Biosystems, EUA). Em cada reação foram 
utilizados controles positivos para HPIV-1, HPIV-2, HPIV-3, HPIV-4, controle 
negativo (água) e o gene RnaseP humano. 
 
  
4.7  Análise dos resultados 
Inicialmente os dados foram analisados descritivamente. Para as variáveis 
categóricas foram apresentadas frequências absolutas e relativas e para as variáveis 
numéricas, medidas-resumo (média, mediana, mínimo, máximo e desvio padrão). 
Os resultados foram apresentados em Odds Ratio (OR – razão de chance) com o 
respectivo intervalo de confiança (IC) de 95%.  
A existência de associação entre duas variáveis categóricas foi verificada 
utilizando-se o teste de Qui-Quadrado (χ2), ou alternativamente em casos de amostras 
pequenas1, o teste exato de Fisher. A comparação de média entre dois grupos foi 
realizada utilizando-se o teste t de Student2 para amostras independentes. Em caso de 
                                                 
1 Mais de 20% das caselas de uma tabela de contingência com valores esperados inferiores a 5 casos. 
2 De acordo com o teorema do Limite Central, para as amostras suficientemente grandes (N ≥ 30), a 
média das variáveis tende a apresentar distribuição normal – desta forma, para comparação de duas 
médias com mais de 30 casos por grupo não foi necessário realizar o teste de normalidade. 
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amostras pequenas por grupo, a normalidade nos dados foi testada empregando-se o 
teste de Kolmogorov-Smirnov. 
A comparação de médias para mais de dois grupos foi realizada por Análise de 
Variâncias (ANOVA). A ANOVA tem como pressuposto a normalidade na distribuição 
dos dados e a homocedasticidade3, as quais são verificadas utilizando-se o teste de 
Kolmogorov-Smirnov e teste de Levene, respectivamente. Em caso de violação da 
suposição de homocedasticidade, os graus de liberdade da estatística foram corrigidos 
utilizando-se a correção de Brown-Forsythe4. Em caso de violação da normalidade dos 
dados, as médias foram comparadas empregando-se o teste não-paramétrico de Kruskal-
Wallis. 
Para todos os testes estatísticos foram adotados um nível de significância de 5% 
(p<0,05). 
Para realizar as análises estatísticas foi utilizado o software estatístico SPSS 
20.0. Os gráficos e tabelas foram realizados com o programa Microsoft Office Excel® 
2010. 
  
                                                 
3 Igualdade de variâncias entre os grupos 
4 Brown MB, Forsythe AB: Robust tests for equality of variances. Journal of American Statistician Association. 
1974, 69:364-367. 
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5. Resultados 
 
5.1. Avaliação do desempenho da técnica de RT-qPCR para detecção de HPIV 
A técnica de RT-qPCR foi realizada em apenas uma única etapa, de acordo 
comas instruções do fabricante. Para avaliar a eficiência da reação foram realizadas 
clonagens com controles dos quatro tipos de HPIV.   
O resultado da curva-padrão realizada com clones dos quatro tipos de HPIV 
permitiu determinar a eficiência da RT-qPCR para cada alvo de HPIV avaliados entre 
93,4% e 108,9% (tabela 4), as curvas-padrão específica para cada HPIV podem ser 
observadas no anexo F.  
Tabela 4: Avaliação dos parâmetros de eficiência da RT-qPCR para os quatro tipos de HPIV. 
 
 
5.1.2. Sensibilidade e Especificidade 
As reações com as cepas controles de HPIV-1, HPIV-2, HPIV-3, HPIV-4 e 
amostras clínicas controles (amostras que foram positivas para HPIV na técnica de 
imunofluorescência) obtiveram a detecção positiva conforme esperado (tabela 5). As 
cepas-controle de Influenza A e B, Metapneumovírus humano, vírus sincicial 
respiratório, adenovírus, rinovírus, enterovírus (Coxsachievirus B5) e coronavírus 
(OC43, 229E, NL63 e SARS) foram testadas para avaliar a especificidade da técnica e o 
resultado foi negativo para todos os vírus que não parainfluenza no protocolo de RT-
qPCR. 
 
 
 
Parâmetros HPIV-1 HPIV-2 HPIV-3 HPIV-4 
Eficiência da PCR (%) 108,9 97,1 105,6 93,4 
Coeficiente de correlação (r2) 0,992 0,994 0,99 0,997 
Slope -3,125 -3.391 -3.194 -3,49 
Y-intercept 54.063 39.556 54.691 41.587 
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Tabela 5: Resultado obtido na RT-qPCR para os controles de HPIV e amostras com resultado 
da IF positivo para HPIV. 
Amostras/Cepas Resultado da RT-qPCR (Ct) 
HPIV-1 21,81 
HPIV-2 14,95 
HPIV-3 18,46 
HPIV-4 21,31 
214-R (HPIV-1) 26,84 
266-T (HPIV-2) 23,10 
668-C (HPIV-3) 25,72 
 
5.1.2.1. Limite de Detecção 
Para avaliar o limite de detecção da técnica, utilizamos diluições seriadas da 
curva padrão para os quatro tipos de HPIV com uma variação específica para cada uma. 
O limite de detecção está apresentado na tabela 6.  
Tabela 6: Limite de detecção de cada tipo de parainfluenza. 
HPIV 
Número de cópias 
do clone puro 
(cópias/µL) 
Diluição seriada da 
Curva Padrão 
(cópias/5µL) 
Limite de 
Detecção 
(cópias/5µL) 
Limite de 
detecção 
(cópias/mL) 
HPIV-1 1,9 x 1012 1,9x104 a 1,96x10-3 1,9x10-2 3,9 
HPIV-2 1,4 x 1012 1,4x104 a 1,4x10-3 1,4x10-1 28,0 
HPIV-3 3,2 x 1010 3,2x104 a 3,2x10-3 3,2x10-2 6,4 
HPIV-4 1,2 x 1012 1,2x104 a 1,16x10-3 1,2x10-1 23,2 
 
5.1.3. Repetibilidade e Reprodutibilidade 
 O teste de repetibilidade e reprodutibilidade foram realizados em triplicata com 
2 pontos de cada uma das curvas  padrão construídas para cada HPIV.  
 Os resultados dos testes encontram-se nas tabelas a seguir (Tabela 7 e 8):  
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Tabela 7: Teste de repetibilidade do teste RT-qPCR 
  
Resultado da RT-qPCR (Ct) 
 
Tipo de HPIV Diluição Reação 1 Reação 2 Reação 3 Média Ct 
HPIV-1 
101 30,5 31,8 29,9 30,7 
10-2 38,1 39,8 38,8 38,9 
HPIV-2 
102 29,1 30,6 29,5 29,7 
10-1 38,4 39,2 38,9 38,8 
HPIV-3 
101 31,2 31,6 31,5 31,4 
10-2 38,7 39,7 39,1 39,2 
HPIV-4 
102 28,7 29,3 29,7 29,2 
10-1 39,6 38,4 38,1 38,7 
 
 
Tabela 8: Teste de reprodutibilidade do teste RT-qPCR 
  
Resultado da RT-qPCR (Ct) 
 
Tipo de HPIV Diluição Reação 1 Reação 2 Reação 3 Média Ct 
HPIV-1 
101 31,1 30,7 31,5 31,1 
10-2 39,0 38,3 38,7 38,7 
HPIV-2 
102 29,5 28,9 29,1 29,2 
10-1 38,2 38,1 38,8 38,4 
HPIV-3 
101 31,6 31,8 31,7 31,7 
10-2 38,8 38,5 39,4 38,9 
HPIV-4 
102 29,1 29,6 30 29,6 
10-1 39,2 38,9 38,5 38,9 
 
Foram consideradas válidas as reações com valores de Ct (threshold cycle ou 
ciclo de início de quantificação do transcrito) menor ou igual a 37 para o controle 
endógeno (RnaseP), indicando a presença de RNA suficiente para ser detectado na 
reação. Foram consideradas positivas para os quatros tipos de parainfluenza as reações 
nas quais o Ct foi menor ou igual a 39. 
 
5.2. Características gerais, dados clínicos e resultados dos pacientes analisados 
O presente estudo analisou 1.067 amostras durante os anos de 2002 à 2012, que 
foram provenientes de quatro populações distintas, sendo elas, adultos transplantados 
renais (Tx Renal), crianças cardiopatas (CARDIO), adultos em programa de células 
tronco-hematopoiéticas (TCTH) e um último grupo que compõe crianças e adultos 
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hospitalizados no Hospital São Paulo – UNIFESP com suspeita de infecção respiratória 
grave pelo vírus Influenza A (H1N1)pdm09 (sH1N1). A distribuição das populações 
durante os anos dos estudos estão representadas na tabela 9.  
As 1067 amostras coletadas eram provenientes de 869 pacientes, sendo que 11,0% 
desses (96/869) tiveram duas ou mais amostras coletadas no período total do estudo, 
porém não faziam parte de um mesmo episódio respiratório. Assim, as análises das 
populações serão feitas a partir do número total de amostras coletadas. 
Na tabela 9 podemos observar a distribuição de amostras testadas por grupo, a 
população dos TCTH foi a que apresentou maior variação entre quantidade de amostras 
e número de episódios respiratórios. As múltiplas amostras de mesmo pacientes serão 
descritas posteriormente.  
Tabela 9: Distribuição dos grupos incluídos no estudo e quantidade de amostras coletadas. 
População 
Número de  
amostras testadas 
Número de  
Casos  
Total de Amostras 
por Grupo (%) 
Tx Renal 2002 40 40 
233 (21,8) Tx Renal 2003 27 27 
Tx Renal 2004 166 166 
CARDIO 2005 61 60 
129 (12,0) CARDIO 2007 29 29 
CARDIO 2008 39 39 
sH1N1 2009 225 222 
324 (30,3) 
sH1N1 2010 99 97 
TCTH 2008 109 89 
381 (35,8) 
TCTH 2009 91 80 
TCTH 2010 27 19 
TCTH 2011 63 50 
TCTH 2012 91 72 
 
 Dentre os quatro grupos estudados, não houve diferença entre os gêneros, apenas 
no grupo dos Tx Renal, o sexo feminino foi o mais frequente (54,4%, 136/250). Dados 
referentes à idade e gênero dos pacientes de cada grupo em específico estão 
demonstrados na tabela 10. 
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 As 1067 amostras coletadas eram de 869 pacientes, dentre os quais, 305/1067 
(28,6%) eram crianças, 709/1067 (66,4%) adultos e 52/1067 (4,9%) pacientes não 
informavam a idade no questionário.  
 
Tabela 10: Dados demográficos das populações incluídas no estudo. 
  Tx Renal CARDIO sH1N1a TCTHa Total 
Pacientes 231 (26,6%) 122 (14,0%) 309 (35,6%) 207 (23,8%) 869 
Amostras  233 (21,8%) 129 (12,1%) 324 (30,4%) 381 (35,7%) 1067 
   Masculino 107 (45,9%) 67 (51,9%) 170 (52,5%) 209 (54,9%) 553 
   Feminino 126 (54,1%) 62 (48,1%) 154 (47,5%) 172 (45,1%) 514 
Idade*      
   < 12 anos - 129 (100,0%) 173 (60,4%) 3 (0,8%) 305 (30,0%) 
   ≥ 12 anos 233 (100,0%) - 116 (39,9%) 361 (99,1%) 710 (70,0%) 
Média (dp) 40 (11,2) 3 (3,0) 17 (21,4) 43 (16,0) 30 (21,9) 
Mediana (fe) 40 (18-67) 1 (1m - 11) 6 (1m - 91) 44 (7m - 84) 32 (1m- 91) 
Legenda: a= na ficha de alguns pacientes não constavam dados de gênero e idade. m= idade em meses 
DP-desvio padrão; VFE- faixa etária. * Cinquenta e três (53/1067, 4,9%) pacientes não tinham 
informações referentes à idade, por esta razão não constam nesta classificação. 
 
Das 1067 amostras testadas para HPIV durante os anos de 2002 à 2012, setenta e 
quatro (6,9%) obtiveram resultado positivo para a presença de parainfluenza. A 
distribuição das amostras positivas para HPIV durante os dez anos de estudo pode ser 
observada na figura 5. Os resultados obtidos estão no anexo F. 
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A frequência de detecção de HPIV em cada ano do estudo variou de 3 a 12% ao 
longo dos 10 anos (Figura 6).  
 
Figura 6: Frequência de detecção de HPIV durante os dez anos do estudo. 
 
Os HPIVs foram detectados em todos os anos que envolveram o estudo, sendo 
que no ano de 2009, foi detectado o maior número de HPIVs (tabela 11). Para melhor 
elucidar o padrão de circulação dos HPIV, a figura 7 demonstra a sazonalidade dos 
HPIVs no período do estudo. 
 
Figura 7: Demonstração do padrão de circulação de HPIV nos anos estudados. 
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Tabela 11: Detecção dos tipos de parainfluenza ao longo de dez anos de estudo. 
Ano 
Amostras 
coletadas (N) 
HPIV Positivas 
N(%) 
Tipos de HPIV detectados N(%) 
HPIV-1  HPIV-2 HPIV-3 HPIV-4 
  2002 40 4 (10,0) 1 (25,0) 1 (25,0) 2 (50,0) - 
  2003 27 1 (3,7) - 1 (100,0) - - 
  2004 166 5 (3,0) 1 (20,0) 4 (80,0) 
  2005 61 3 (4,9) 1 (33,3) 2 (66,7) 
  2007 29 1 (3,4) 1 (100,0) 
  2008 148 7 (4,7) 2 (29,0) 5 (71,0) 
  2009 315 38 (12,1) 1 (3,0) 3 (8,0) 27 (69,0) 7 (19,0) 
  2010 127 5 (3,9) 2 (40,0) 2 (40,0) 1 (20,0) 
  2011 63 4 (6,35) 1 (25,0) 3 (75,0) 
  2012 91 6 (6,59) 1 (17,0) 1 (17,0) 3 (50,0) 1 (17,0) 
 
A distribuição das amostras coletadas e  positividade entre os grupos estudados 
estão apresentadas nas tabelas 12. 
Tabela 12: Detecção de HPIV entre os grupos envolvidos no estudo. 
População 
Amostras 
testadas (N) 
Amostras  
positivas N(%) 
χ2 OR IC 95% P 
TCTH 381 30 (7,9) 
0,341 
1,91 0,91 - 3,98 0,081 
CARDIO 129 9 (7,0) 1,67 0,66 - 4,23 0,270 
sH1N1 324 25 (7,7) 1,86 0,88 - 3,96 0,100 
TX Renal 233 10 (4,3) 1 (Ref) - - 
Total 1067 74 (6,9)   - - - 
Legenda: OR=odds ratio, IC= intervalo de confiança, χ2=Qui-Quadrado. 
 
Apesar dos pacientes TCTH e sH1N1 serem os grupos em que HPIV foi 
detectado com maior frequência, sendo 7,8% e 7,7%, respectivamente, apenas no grupo 
TCTH foi observada associação marginalmente significante entre  HPIV e o grupo 
(p=0,081). 
Dentre os quatro tipos de parainfluenza que foram pesquisados neste estudo, 
HPIV-1 foi detectado em 0,7% (7/1067), HPIV-2 em 1,1% (12.1067), HPIV-3 em 4,2% 
(45/1067) e HPIV-4 em 0,9% (10/1067) (figura 8). 
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Figura 8: Frequência dos tipos de parainfluenza detectados na população geral. 
  
 O parainfluenza do tipo 3 foi o vírus mais detectado em todas as populações 
(60,8%), seguido dos HPIV-2, HPIV-4 e  HPIV-1 com uma frequência de detecção de 
16,2%, 13,5% e 9,5% respectivamente (figura 9).  
 
Figura 9: Distribuição das frequências dos tipos de HPIV. No gráfico o ponto refere-se a 
frequência de HPIV e as barras são os intervalos de confiança. 
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infecção por H1N1, 10/74 (13,5%) pacientes transplantados renais e 9/74 (12,2%) 
crianças cardiopatas (figura 10). A distribuição dos tipos de HPIV entre os grupos 
também podem ser observados tabela 13. 
 
Figura 10: Distribuição HPIV em relação aos grupos estudados. 
 
 
 
Tabela 13: Distribuição das espécies de HPIV detectadas por RT-qPCR por grupo estudado. 
População 
Número por Espécies (%) 
HPIV-1 HPIV-2 HPIV-3 HPIV-4 
TCTH 1 (14,3) 2 (16,7) 24 (53,3) 3 (30) 
CARDIO 1 (14,3) 3 (25) 3 (6,7) 2 (20) 
sH1N1 3 (42,9) 5 (41,7) 12 (26,7) 5 (50) 
TX Renal 2 (28,6) 2 (16,7) 6 (13,3) 0 (0) 
Total 7 (100,0) 12 (100,0) 45 (100,0) 10 (100,0) 
Teste exato de Fisher (p=0,086) 
 
Observamos uma associação marginal entre a distribuição dos tipos de HPIV 
com as amostras positivas, justamente devida a maior positividade de HPIV-3 
(p=0,086). 
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5.2.1. Características gerais, dados clínicos e resultados dos transplantados renais 
(TX Renal) 
 Foram testadas 233 amostras de 231 pacientes atendidos no ambulatório de 
transplante renal do Hospital São Paulo, sendo que 40 amostras foram coletadas no ano 
de 2002, 27 amostras coletadas no ano de 2003 e 166 amostras coletadas no ano de 
2004. Esta população foi composta de adultos com idade média de 40 anos (mediana de 
40 anos, variando entre 18 anos e 67 anos). O tempo médio de início de sintomas até a 
dia da coleta da amostra foi de 14 dias (mediana de 7 dias, variando de um a 21 dias).  
Todos os pacientes já haviam realizado transplante renal e estavam em programa 
de acompanhamento pós transplante. A grande maioria dos pacientes tinham algum tipo 
de comorbidade (73,0%, 170/233), desses, 13,5% (23/170) tinham doença 
cardiovascular, 78,8% (134/170) hipertensão, 16,4% (28/170) diabetes e 7,6% (13/170) 
doenças pulmonares, sendo que alguns pacientes tinham mais de uma comorbidade. 
Neste caso, 5,2% (12/233) dos pacientes tinham hipertensão e diabetes. 
 Dez das 233 (3,4%) amostras de pacientes transplantados renais foram positivos 
para HPIV, sendo HPIV-3 o mais prevalente com 6 (60,0%) amostras positivas, HPIV-1 
e HPIV-2, ambos com 2 (20,0%) amostras, o HPIV-4 não foi detectado nesta 
população. A média de idade desses pacientes foi de 44 anos (mediana de 45, variando 
de 30 a 59 anos). E a média do início dos sintomas até a coleta da amostra foi de 6 dias 
(mediana de 4 dias, variando de 1 a 15 dias). 
 Dos pacientes com amostras positivas para HPIV, cinco (50,0%) tiveram contato 
com outras pessoas que apresentavam sintomas respiratórios e 70,0% (7/10) eram 
hipertensos, apenas um tinha hipertensão e cardiopatia. 
 Dados específicos para cada tipo de HPIV detectado estão apresentados na 
tabela 14. 
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Tabela 14: Características das amostras positivas nos pacientes transplantados renais 
HPIV-1 HPIV-2 HPIV-3 Total 
Número de positivos 2 2 6 10 
Ano da coleta 2002/2004 2002/2003 2002/2004 - 
Idade (média) 33 53 45 44 
Tempo de sintomas (dias) 3,5 2,5 8,5 6 
Febre N(%) 1 (20,0%) 1 (20,0%) 3 (60,0%) 5 (100,0%) 
Tosse N(%) 1 (11,1%) 2 (22,2%) 6 (66,7%) 9 (100,0%) 
Coriza N(%) 2 (25,0%) 2 (25,0%) 4 (50,0%) 8 (100,0%) 
Dor de garganta N(%) - 2 (40,0%) 3 (60,0%) 5 (100,0%) 
Contato com sintomático N(%) 1 (20,0%) 1 (20,0%) 3 (60,0%) 5 (100,0%) 
 
Cinquenta por cento dos pacientes positivos apresentavam febre e dor de 
garganta. Tosse e coriza estavam presentes em 90,0% e 80,0% dos pacientes 
respectivamente. Para os sintomas investigados, não pode ser realizado teste estatístico 
devido ao pequeno número de amostras.  
 
  
5.2.2 Características gerais, dados clínicos e resultados das crianças cardiopatas 
(CARDIO) 
 A idade média das 129 crianças cardiopatas foi de três anos, com mediana de um 
ano, variando de um mês à 11 anos. Sessenta e sete delas (52%) eram do sexo 
masculino. O tempo médio entre o início dos sintomas e até a coleta da amostra foi de 
seis dias (mediana de cinco dias, variando de um a 15 dias). Cinquenta crianças tiverem 
coletas acima de cinco dias, essas amostras foram coletadas a pedido do médico que 
estava avaliando as crianças. Cinco crianças tiveram amostras coletadas com seis dias 
de sintomas, 20 crianças com sete dias, duas crianças com oito dias, uma criança com 
nove dias, três crianças com 10 dias, uma criança com 11dias, 10 crianças com 14 dias, 
oito crianças com 15 dias de sintomas e em seis crianças não pudemos obter dados 
referentes ao tempo de início de sintomas. 
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 Este grupo foi composto por 61 amostras coletadas nos anos de 2005, 29 
amostras coletadas no ano de 2007 e 39 amostras coletadas no ano de 2008, no ano de 
2005 foram coletadas duas amostras que faziam parte do mesmo episódio respiratório.  
 A taxa de detecção de HPIV nas crianças cardiopatas foi de 7,0% (9/129), sendo, 
11,1% (1/9) para HPIV-1, 33,3% (3/9) para HPIV-2 e também HPIV-3 e 22,2% (2/9) 
para HPIV-4 (Figura 11). 
 
Figura 11: Distribuição dos tipos de HPIV no grupo CARDIO. 
 
 O vírus parainfluenza-2, 3 e 4 foram detectados nos anos de 2005 e 2008, apenas 
HPIV-1 foi detectado em 2007. O tempo médio entre o início dos sintomas e a coleta 
para esses pacientes foi de cinco dias (mediana de três, variando de dois à 14 dias).  
Duas das amostras positivas (HPIV- 2 e HPIV-3) tinham sintomas acima de 5 dias e 
ambas não apresentavam febre no momento da coleta. Apenas uma das crianças 
positivas para HPIV (tipo 2) teve amostra coletada com dois dias de sintomas, a mesma 
não apresentava febre no momento da coleta (tabela 15). 
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Tabela 15: Características das amostras positivas das crianças cardiopatas. 
  HPIV-1 HPIV-2 HPIV-3 HPIV-4 Total 
Número de positivos 1 3 3 2 9 
Ano da coleta 2007 2005/2008 2005/2008 2005/2008 
Idade (média) 9 meses 8 meses 2,5 anos 3 meses 1 ano 
Tempo de sintomas        
(dias) 
3 3 6 3 5 
Febre N(%) 1 (50,0%) - - 1 (50,0%) 2 (100,0%) 
Tosse N(%) 1 (11,1%) 3 (33,3%) 3 (33,3%) 2(22,2%) 9 (100,0%) 
Coriza N(%) 2 (25,0%) 2 (25,0%) 4 (50,0%) 8 (100,0%) 
 
 Dos casos positivos, uma criança apresentou bronquiolite e uma evoluiu para 
óbito. 
  
 
5.2.3 Características gerais e dados clínicos e resultados de pacientes com suspeita 
de infecção por Influenza A (H1N1)pdm09 (sH1N1). 
 Os pacientes hospitalizados com suspeita de infecção respiratória perfizeram um 
total de 324 amostras, com 170 (52%) dos pacientes sendo do sexo masculino. A idade 
média foi de 17 anos (mediana de 6 anos), variando de 3 dias de vida à 91 anos. O 
grupo sH1N1 foi composto por 173 (53%) amostras de crianças até 12 anos e 116 
(36%) de adultos, 10% das amostras coletadas não apresentavam dados referente à 
idade no questionário.  
 Foram coletadas 224 amostras entre os meses de abril a dezembro do ano de 
2009 e no ano de 2010 foram coletadas 100 amostras entre os meses de janeiro a 
novembro. Dados referentes a idade estão dispostos na tabela 16. 
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Tabela 16: Distribuição das amostras coletadas do grupo sH1N1 durante os anos coletados e 
conforme a idade dos pacientes. 
Ano 
Idade até 12 
anos (%) 
Acima de 12 
anos (%) 
Sem dados (%) Total (%) 
2009 111 (49,6) 78 (34,8) 35 (15,6) 224 (100,0) 
2010 62(62,0) 38 (38,0) - 100 (100,0) 
Total 173 (53,4) 116 (35,8) 35 (10,8) 324 (100,0) 
  
 Como estes pacientes faziam parte de um protocolo do hospital, e não de um 
estudo clínico, não pudemos obter dados de todos os pacientes referente ao tempo de 
início de sintomas. 
 Dos 324 pacientes hospitalizados com suspeita de infecção por influenza A 
(H1N1)pdm09 (sH1N1), 25/324 (7,7%) foram positivos para HPIV. O HPIV-3 foi o 
mais frequente, 48,0% (12/25) seguido de HPIV-2 e HPIV-4, ambos com 20,0% (5/25) 
e HPIV-1 com 12,0% (3/25) (figura 12). 
 
Figura 12: Distribuição dos tipos de parainfluenza no grupo sH1N1. 
 
 A frequência de positividade entre os grupo foi 10,3% (18/174) de crianças e 
6,1% (7/115) de adultos, nesta análise não foi observada associação estatística entre os 
grupos (p=0,296). Todas as amostras dos adultos infectados por HPIV foram coletadas 
no ano de 2009 e as amostras das crianças tiveram 72,2% (13/25) de detecção em 2009 
e 27,8% (5/25) em 2010. 
 Das crianças que tiveram suas amostras positivas para HPIV 17/18 (94,4%) 
pacientes tinham idade igual ou menor que 5 anos e apenas uma (5,6%) tinha idade 
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maior que 5 anos. A idade média dos adultos com amostras positivas para HPIV foi de 
48 anos (mediana de 55, variando de 23 à 69 anos) (tabela 17). 
 
Tabela 17: Dados demográficos dos pacientes do grupo sH1N1 que tiveram amostras positivas 
para HPIV. 
  Crianças Adultos Total 
Amostrasa  18 (72,0%) 7 (28,0%) 25 (100,0%) 
Masculino 12 (75,0%) 4 (25,0%) 16 (100,0%) 
Feminino 6 (66,7%) 3 (33,3%) 9 (100,0%) 
    
Idade       
Média (dp) 2 (1,79) 48 (19,10) 15 (23,1) 
Mediana (fe) 1 (1m - 7a) 55 (23 - 69) 3 (1m - 69a) 
Legenda: m (idade em meses); a (idade em anos). aQui-Quadrado: p=0,656 
 Não houve diferença estatística na proporção de amostras provindas de pacientes 
do gênero masculino e feminino entre crianças e adultos. 
A frequência de HPIV nas crianças foi de 44,4% (8/18) para HPIV-3, 22,2% 
(4/18) para HPIV-4 e 16,7% (3/18) para HPIV-1 e HPIV-2. Nos pacientes adultos, 
HPIV-3 foi o mais detectado, 57,1% (4/7), seguido de HPIV-2 e HPIV-4 com 28,6% 
(2/7) e 14,3% (1/7), respectivamente (figura 13). 
 
Figura 13: Distribuição dos casos de HPIV (geral e tipagem) no grupo sH1N1. 
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Quando analisamos a variação na frequência dos tipos de HPIV em relação aos 
adultos e crianças do grupo sH1N1, não pudemos observar associação entre eles 
(p=0,786). 
 Neste grupo foram investigados primeiramente os vírus Influenza (Flu-A 
(H1N1)pdm09 e Flu-B), por esta ser uma rotina hospitalar. Posteriormente foram 
investigados outros vírus respiratórios (HPIV, HRV, Entero, hMPV, ADv e RSV). 
Dentre as amostras positivas para parainfluenza, 44,0% (11/25) foram positivas para 
outro vírus respiratórios, sendo 10 amostras co-detectadas por mais um vírus além do 
HPIV e uma amostra co-infectada por mais dois vírus além de HPIV. O hMPV e Flu A 
(H1N1)pdm09 foram detectados em 27,3% (3/11) dos casos de co-detecção, seguido de 
ADv e HRV com taxa de detecção de 18,2% (2/11) e na co-detecção tripla os vírus 
encontrados foram Influenza A (H1N1)pdm09, ADv e HPIV-2. As co-detecções foram 
observadas nos quatros tipos de HPIV (tabela 18). 
Tabela 18: Co-detecção de vírus respiratórios nas amostras positivas para parainfluenza no 
grupo sH1N1. 
  HPIV-1 HPIV-2 HPIV-3 HPIV-4 Total 
HPIV positivos N(%) 3 (12,0%) 
5 
(20,0%) 
12 
(48,0%) 
5 (20,0%) 
25 
(100,0%) 
Co-detecção N(%) 2 (8,0%) 1 (4,0%) 5 (20,0%) 3 (12,0%) 11 (44,0%) 
hMPV 1 - - 2 3 
Adv 1 - 1 - 2 
Flu A(H1N1)pdm09 - - 3 - 3 
HRV - - 1 1 2 
HRV +Adv - 1 - - 1 
Legenda: hMPV – metapneumovírus humano; ADv- adenovírus; Flu-A(H1N1)pdm09 – influenza 
A/H1N1 pandêmico; HRV – rinovírus humano. 
 
5.2.4 Características gerais e dados clínicos e resultados dos  pacientes em 
programa de transplante de células tronco-hematopoiéticas (TCTH) 
 Foram testadas 381 amostras de 206 pacientes hospitalizados ou atendidos no 
ambulatório (hospital-dia) com sintomas respiratórios (tabela 19). Setenta e três 
pacientes tiveram duas ou mais amostras coletadas em episódios distintos, assim foram 
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consideradas todas essas amostras. A idade média desses pacientes foi de 45 anos 
(mediana de 47 anos), variando de 5 a 84 anos. Apenas três pacientes tinha idade abaixo 
de 18 anos. Cinquenta e três por cento (101/192) eram do sexo masculino.  
Tabela 19: Amostras coletadas dos pacientes TCTH entre os anos de 2008 a 2012. 
Ano Amostras coletadas N(%) 
2008 109 (28,6) 
2009 91 (23,9) 
2010 27 (7,1) 
2011 63 (16,5) 
2012 91 (23,9) 
Total 381 (100,0) 
 
 A média do início de sintomas até o dia da coleta foi de 5 dias (mediana de 3 
dias), variando de 1 a 35 dias. Dez pacientes (2,6%, 10/381) não apresentaram sintomas 
no momento da coleta e 26 pacientes (6,8%, 26/381) não obtivemos dados referentes ao 
tempo de início de sintomas. Dos pacientes assintomáticos, apenas uma amostra foi 
coleta como controle de tratamento as demais eram de pacientes que tiveram contato 
com outros pacientes que apresentaram sintomas respiratórios. 
Com relação à origem das amostras coletadas, 70,6% (269/381) amostras foram 
coletadas de pacientes que estavam hospitalizados, 22,6% (86/381) eram de pacientes 
ambulatoriais e 6,8% (28/381) não especificava o local.  
 
Das 381 amostras dos pacientes TCTH testadas, 7,8% (30/381) foram positivas 
para HPIV, sendo 80% (24/30) HPIV-3, 10% (3/30) HPIV-4, 6,7% (2/30) HPIV-2 e 
3,3% (1/30) HPIV-1 (figura 14). 
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Figura 14: Distribuição dos tipos de HPIV no grupo TCTH. 
 
A idade média dos pacientes TCTH com amostras positivas para HPIV foi de 44 
anos (mediana de 45 anos, variando de 20 a 84 anos). Cinquenta e sete por cento 
(17/30) eram do sexo masculino.  
 A média do início de sintomas até o momento da coleta foi de 4 dias (mediana 
de 2 dias), variando de um à 16 dias. Um paciente era assintomático no momento da 
coleta, sendo que, este teve contato com outro paciente que foi positivo para HPIV-3.  
A maioria das amostras positivas para HPIV foram coletadas de pacientes que 
estavam hospitalizados (23/30, 76,7%) e seis (6/30, 20%) de pacientes ambulatoriais. 
Dos pacientes que tiveram amostras coletadas em até 5 dias após o início dos sintomas, 
77,3% (17/22) estavam hospitalizados e 81,8% (18/22) foram positivas para HPIV-3. 
Dos pacientes envolvidos no estudo, 92,2% (177/192) apresentavam dados 
referentes ao tipo de doença hematológica e dos pacientes com amostras positivas para 
HPIV, 93,3% (28/30) apresentavam estes dados. A principal doença hematológica 
desses pacientes foi linfoma (40,0%, 12/30), seguido de leucemia (23,3%, 7/30), 
mieloma múltiplo (6,7%, 2/30) e anemia (3,3%, 1/30) (tabela 20). Apenas oito pacientes 
(8/30, 26,7%) não haviam realizado transplante até o momento da coleta.  
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Tabela 20: Classificação do tipo de doença hematológica dos pacientes envolvidos no estudo 
Doença Hematológica 
Pacientes TCTH com amostras 
positivas para HPIV N(%) 
Total de Pacientes 
TCTH N(%) 
Anemia 1 (3,3) 8 (4,5) 
Leucemias 7 (23,3) 72 (40,7) 
Linfomas 12 (40,0) 46 (26,0) 
Mieloma Multíplo 2 (6,7) 31 (17,5) 
Outros 8 (26,7) 20 (11,3) 
Total 30 (100,0) 177 (100,0) 
  
 Dentre os cinco anos de estudo que envolveu o grupo dos TCTH, a maior parte 
das amostras positivas se concentrou no ano de 2009  (50,0%, 15/30), sendo que a 
grande maioria foram positivas para HPIV-3. No ano de 2012 foram detectadas 20,0% 
(6/30) das amostras positivas para HPIV e neste ano foram detectas os 4 tipos de HPIV 
(tabela 21). 
Tabela 21: Frequência de HPIV geral e distribuição dos tipos de HPIV durante os anos de 
estudo do grupo TCTH. 
Ano 
Amostras 
Coletadas N(%) 
HPIV 
Positivas N(%) 
HPIV-1 HPIV-2 HPIV-3 HPIV-4 
 2008 109 (28,6) 4 (13,3) - - 4 - 
 2009 91 (23,9) 15 (50,0) 1 - 14 - 
 2010 27 (7,1) 1 (3,3) - - - 1 
 2011 63 (16,5) 4 (13,3) - 1 3 - 
 2012 91 (23,9) 6 (20,0) 1 1 3 1 
Total 381 (100,0) 30 (100,0) 2 2 24 2 
  
As características de cada tipo de HPIV detectado em relação aos dados clínicos 
dos pacientes estão expostas da tabela 22. Em relação às doenças hematológicas, HPIV-
3 foi detectado em todos os principais tipos dessas doenças, sendo nos pacientes com 
algum tipo de linfoma, que foi mais detectado (figura 15). 
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Tabela 22: Características dos quatro tipos de HPIV detectados nos pacientes TCTH. 
  HPIV-1 HPIV-2 HPIV-3 HPIV-4 
Total 
N(%) 
Amostras positivas (N%) 1 (3,3) 2 (6,7) 24 (80,0) 3 (10,0) 30 (100,0) 
Ano de Coleta 2012 2011/2012 
2008/2009/ 
2011/2012 
 2010/2012   
Tempo de sintomas 
(média) 
4 1,5 4 4 4 
Contato com 
sintomáticos* 
- 1 7 2 10 (33,3) 
      
Origem dos pacientes (N)           
Hospitalizados - 2 20 1 23 (76,7) 
Ambulatorial 1 - 4 1 6 (20,0) 
      
Transplantes (N)           
Sim 1 1 14 1 17 (56,7) 
Não - 1 7 1 9 (30,0) 
* Este item refere-se aos pacientes que tiveram algum contato com paciente sintomático no referido ano 
de estudo. 
 
 
  
Figura 15: Distribuição de HPIV em relação ás principais doenças hematológicas. 
  
 O ano de 2009 foi o ano em que mais foi detectado HPIV-3 (14/24) (Figura 16), 
sendo que 78,6% (11/14) eram amostras de pacientes hospitalizados. Quando 
analizamos o ano de 2009 em semana epidemiológicas, observamos dois picos de 
detecção nas semanas 15 e 16 (abril) e semanas 37 e 38 (setembro) (figura 17). 
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Figura 16: Coletas em pacientes TCTH durante o ano de 2009 e número de amostras positivas 
para HPIV durante mesmo período. 
 
 
Figura 17: Distribuição dos casos positivos no ano de 2009. Representação das coletas em 
pacientes TCTH  (eixo primário) e número absoluto de amostras positivas para HPIV durante 
mesmo período (eixo secundário). As semanas epidemiológicas refem-se aos meses de abril, 
maio e setembro de 2009. 
 
No mês de setembro foi coletada a amostra de um paciente assintomático que 
estava no mesmo quarto que um paciente sintomático e ambas foram positivas para 
HPIV-3. O paciente sintomático estava com quatro dias de sintomas no momento da 
coleta. 
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5.3. Analise entre as populações estudadas 
5.3.1. Análise dos dados demográficos e clínicos entre os pacientes positivos e 
negativos para parainfluenza 
 A análise entre os pacientes que foram positivos e negativos para parainfluenza 
mostrou proporção semelhante em relação ao gênero dos pacientes, sendo o sexo 
masculino o mais prevalente com 56,8% (42/74) e 51,6% (513/993). A média de idade 
entre esses pacientes também foi semelhante, nos pacientes que tiveram amostras 
positivas para HPIV a média de idade foi de 29 anos (mediana de 30, variando de 1 mês 
a 84 anos) e nos pacientes com amostras negativas a média de idade foi de 30 anos 
(mediana de 32, variando de 1 mês a 91 anos), após realização da analise estatística não 
foram observadas associações entre HPIV e gênero (p>0,05) e idade (p>0,05). 
Corroborando este resultado, não foi observada diferença de médias de idade (p>0,05). 
(tabela 23). 
Tabela 23: Dados demográficos dos pacientes que tiveram amostras coletadas para o estudo. 
  
Amostras negativas 
para HPIV 
Amostras positivas  
para HPIV 
 Total 
Amostras Coletadas
a
 993 (93,06%) 74 (6,94%) 1067 (100,0%) 
Masculino 512 (51,6%) 41 (55,4%) 553 (51,8%) 
Feminino 481 (48,4%) 33 (44,6%) 514 (48,2%) 
Idade
b
       
0 a 6 meses 57 (6,1%) 6 (8,1%) 63 (6,2%) 
7 meses a 1 ano 84 (8,9%) 12 (16,2%) 96 (9,5%) 
2 a 5 anos 84 (8,9%) 7 (9,5%) 91 (9%) 
6 a 12 anos 53 (5,6%) 2 (2,7%) 55 (5,4%) 
13 a 18 anos 28 (3%) - 28 (2,8%) 
19 a 29 anos 144 (15,3%) 9 (12,2%) 153 (15,1%) 
20 a 39 anos 140 (14,9%) 9 (12,2%) 149 (14,7%) 
39 a 60 anos 280 (29,8%) 21 (28,4%) 301 (29,7%) 
Acima de 60 anos 71 (7,5%) 8 (10,8%) 79 (7,8%) 
Total 941 (100,0%) 74 (100,0%) 1015 (100,0%) 
    
Média (dp) 30,1 (21,7) 29,2 (24,3) 30,0 (21,9) 
Mediana (fec) 32 (1m - 91) 30 (1m - 84) 32 (1m - 91) 
Legenda: DP: desvio padrão; FE: faixa etária; m: idade em meses. a: Qui-Quadrado ( p=0,523); b: Qui-
Quadrado (p=0,309); c: t-teste (p=0,726). 
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No grupo dos pacientes sH1N1, não pudemos obter dados clínicos, pois as 
amostras faziam  parte da rotina do Hospital São Paulo, portanto, não conseguíamos 
aplicar o questionário com os dados que interessavam na pesquisa. Nos demais grupos, 
o tempo médio do início de sintomas até o momento da coleta foi de cinco dias 
(mediana de três dias, variando de um a 16 dias) para os pacientes com amostras 
positivas para HPIV e para os pacientes com amostras negativas para HPIV a média de 
dias entre o início dos sintomas e a coleta das amostras foi de cinco dias (mediana de 
quatro dias, variando de 1 a 25 dias). 
Com os dados clínicos dos pacientes TCTH, TX Renal e CARDIO, obtivemos 
informações referentes aos sintomas de febre, tosse, coriza e dor de garganta. Tanto nos 
pacientes com amostras positivas, quanto nos pacientes com amostras negativas para 
HPIV e os principais sintomas foram tosse, coriza, febre e dor de garganta (figura 18).  
Figura 18: Principais sintomas respiratórios, avaliados nos pacientes envolvidos no estudo. 
 
Nos pacientes com amostras positivas para HPIV e que apresentavam dados 
referentes aos sintomas, 87,8% (43/49) tinham sintomas de tosse (p<0,01), seguidos de 
77,6% (38/49) de coriza (p=893), 38,8% (19/49) tinham febre (p=264) e 28,2% (11/39) 
apresentavam dor de garganta  (p=918) no período do resfriado. O principal sintoma nos 
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pacientes que tiveram amostras negativas para HPIV foi coriza com 76,7% (527/687), 
seguido de tosse com 68,7% (471/686), febre com 31,1% (213/685) e dor de garganta 
com 29,0% (153/5280). Dos sintomas investigados, a tosse foi o único que apresentou 
associação estatística entre os pacientes (p<0,01). 
 
5.3.2. Análise dos dados demográficos e clínicos entre os pacientes adultos e 
crianças 
Quando analisadas as 1067 amostras coletadas, 710 (70,0%, 710/1015) são de 
adultos e 305 (30,0%, 305/1015) crianças. O grupo dos pacientes Tx Renal foi 
composto apenas por adultos e o grupo das crianças cardiopatas apenas por crianças 
menores de 12 anos (tabela 24). Cinquenta e dois (52/1067, 4,9%) pacientes não tinham 
informações referentes à idade, por esta razão não constam nesta classificação. 
Tabela 24: Número de adultos e crianças classificados por idade dentre os grupos estudados 
Populações Adultos N(%) Crianças N(%) Total N(%) 
TX Renal 233 (32,8%) -  233 (23%) 
CARDIO  -  129 (42,3%) 129 (12,7%) 
sH1N1 116 (16,3%) 174 (56,7%) 289 (28,5%) 
TCTH 361 (50,8%) 3 (1,0%) 364 (35,9%) 
Total 710 (100%) 305 (100%) 1015 (100%) 
 
 A idade média dos adultos incluídos no estudo foi de aproximadamente 42 anos 
(mediana de 41, variando de 13 à 91 anos). Em relação ao tempo de sintomas 
respiratórios, a media foi de cinco dias (mediana de quatro, um  à 35 dias) e 10 
pacientes (0,9%, 10/1067) estavam assintomáticos no momento da coleta (Tabela 25). 
 No grupo das crianças,  a idade média foi de 3 anos (media de 1, variando de 1 
mês a 12 anos), a distribuição das idades podem ser observadas na tabela 25. O tempo 
médio dos sintomas foi de seis dias (mediana de 5 anos, variando de 1 à 15 dias) (tabela 
25). 
90 
 
Tabela 25: Dados clínicos e demográficos dos pacientes adultos e crianças envolvidos no 
estudo. 
 
Adultos Crianças Total 
Amostras Coletadas 709 (70,0%)  306 (30,0%) 1015 (100,0%) 
Masculino 358 (67,5%) 172 (32,5%) 530 (100,0%) 
Feminino 352 (72,6%) 133 (27,4%) 485 (100,0%) 
    
Idade 
   
0 a 6 meses - 63 (20,7%) 63 (6,2%) 
7 meses a 1 ano - 96 (31,5%) 96 (9,5%) 
2 a 5 anos - 91 (29,8%) 91 (8,9%) 
6 a 12 anos - 55 (18,0%) 55 (5,4%) 
13 a 18 anos 28 (3,9%) - 28 (2,8%) 
19 a 29 anos 153 (21,5%) - 153 (15,1%) 
20 a 39 anos 149 (21,0%) - 149 (14,7%) 
39 a 60 anos 301 (42,4%) - 301 (29,7%) 
Acima de 60 anos 79 (11,1%) - 79 (7,8%) 
Total 710 (100%) 306 (100%) 1015 (100%) 
    
Média (DP) 41,7 (15,05) 2,7 (3,02) 30,4 (22,0) 
Mediana (VFE) 41 (13-19) 1 (1m - 12) 32 (1m - 91) 
    
Tempo de sintomasa 
   
Média (DP) 5 (4,8) 5,87 (4,1) 5,4 (4,7) 
Mediana (VFE) 4 (1-35) 5 (1-15) 4 (1-35) 
aT-Teste: p=0,265 
 
 Na análise feita entre pacientes adultos e crianças não foi observada diferença 
estatística (p>0,05) entre início dos sintomas e coleta das amostras. 
 A frequência de casos positivos para HPIV entre adultos e crianças foi 6,6% 
(47/710) e 8,9% (27/305), respectivamente. A associação estatística não foi observada 
entre adultos e crianças em relação a positividade de HPIV (p=0,262). 
 Entre os adultos, a positividade entre os tipos de  parainfluenza 72,3% (24/47) 
para HPIV-3, 12,8% (6/47) para HPIV-2, 8,5% (4/47) para HPIV-4 e 6,4% (3/47) para 
HPIV-1. As crianças tiveram uma positividade de 40,7% (11/27) para HPIV-3, 22,2% 
(6/27) para HPIV-2 e HPIV-4 com mesma frequência e 14,8% (4/27) para HPIV-1 
(figura 19). 
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Figura 19: Distribuição dos casos de HPIV (geral e tipagem) entre adultos e crianças. 
 
  
Obervamos associação marginalmente significativa entre os tipos de HPIV e 
faixa etária (p=0,056). Tanto nos adultos, quanto nas crianças, HPIV-3 foi o mais 
detectado, seguido de HPIV-2. Observa-se uma porcentagem maior (72,3%, 34/47) de 
ocorrência de HPIV-3 nos adultos comparativamente a das crianças (40,7%, 11/27) . 
 
 
5.3.3. Análise dos dados demográficos e clínicos entre os pacientes 
imunocompetentes e imunocomprometidos 
 Consideramos como pacientes imunocompetentes os pacientes com suspeita de 
infecção por influenza A (H1N1)pdm09 (sH1N1) e pacientes imunocomprometidos os 
pacientes em programa de células tronco-hematopoiética (TCTH) e os pacientes 
transplantados renais (TX Renal). Porém, para uma melhor compreensão dos resultados 
as analises serão feitas sem a inclusão das crianças. 
 Assim, o grupo dos pacientes imunocompetentes foi composto por adultos, com 
uma média de idade de 39 anos (mediana de 36 anos, variando de 13 a 91 anos) (tabela 
14). Os adultos imunocomprometidos tiveram uma média de 42 anos (mediana de 42 
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anos, variando de 17 a 84 anos). Cinquenta e três por cento (329/616) desses pacientes 
tinha idade acima de 40 anos (tabela 26).  
 
Tabela 26: Dados clínicos e demográficos dos pacientes imunocompetentes e 
imunocomprometidos. 
  
Pacientes  
Imunocompetentes 
Pacientes  
Imunocomprometidos 
Total 
Amostras Coletadas*a 116 (100,0%) 614 (100,0 %) 732 (100,0%) 
Masculino 53 (45,7%) 305 (49,7%) 358 (48,9%)
Feminino 63 (54,3%) 289 (47,1%) 352 (48,1%)
    
Idade*b       
13 a 18 anos 13 (11,2%) 15 (2,5%) 28 (3,9%) 
19 a 29 anos 33 (28,4%) 120 (20,2%) 153 (21,5%) 
20 a 39 anos 17 (14,7%) 132 (22,2%) 149 (21%) 
40 a 60 anos 37 (31,9%) 264 (44,4%) 301 (42,4%) 
Acima de 60 anos 16 (13,8%) 63 (10,6%) 79 (11,1%) 
Total 116 (100%) 594 (100%) 710 (100%) 
Legenda: *Não foi informado o gênero e idade de 57 pacientes; 
 a= Qui-quadrado (p=0,265); b=  Teste Levene (p=0,068). 
 
Não foram observadas associações dos gêneros (p=0,265) em relação aos 
grupos, porém uma tendência à associação foi observada em relação a idade (p=0,068). 
E quando avaliamos a inter-relação entre as faixas etárias e os grupos observamos 
interações entre adultos imunocompetentes das faixas etárias de 13 a 29 anos e adultos 
imunocomprometidos com faixa etária de 40 a 60 anos, com ambas as faixas etárias 
apresentando maior tendência a se infectar por HPIV.  
A positividade dos adultos foi 6,6% (47/710), sendo a detecção de HPIV nos 
pacientes imunocompetentes foi de 6,0% (7/116) e nos pacientes imunocomprometidos, 
6,5% (40/614) (figura 20).  
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Figura 20: Distribuição dos casos de HPIV (geral e tipagem) nos grupos de pacientes 
imunocompetentes e imunocomprometidos.  
 
Analisando os grupos de imunocompetentes e imunocomprometidos em relação  
a positividade de HPIV, não foi observada associação estatística (p=0,506). HPIV-3 foi 
o tipo de parainfluenza mais detectado nos dois grupos, porém não foi observada 
associação entre os tipos de parainfluenza e os grupos de imunocompetentes e 
imunocomprometidos (p=0,279). 
 
 
5.3.4. Análise entre pacientes transplantados renais (TX Renal) e pacientes em 
programa de transplante de célula tronco-hematopoiética (TCTH). 
 Os grupos TCTH e TX Renal, foram compostos por pacientes adultos, com 
idade variando de 17 a 84 anos. Nos TX Renais o gênero feminino foi o mais frequente 
(54,1%, 126/233) e nos TCTH o gênero masculino foi o mais frequente (55,1%, 
210/381) (tabela 27). 
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Tabela 27: Dados demográfico dos grupos TX Renal e TCTH. 
  Tx Renal TCTH Total 
Amostras  233 (37,9%) 381 (62,1%) 614 (100%) 
Masculino 107 (33,8%) 210 (66,2%) 317 (100%) 
Feminino 126 (42,1%) 173 (57,9%) 299 (100%) 
Idade     
 
Média (dp) 40 (11,2) 43 (16,1) 42 (14,2) 
Mediana (fe) 40 (18 -67) 44 (17-84) 42 (17 -84) 
Legenda: dp= desvio padrão; fe = faixa etária 
 
 Todos os pacientes do grupo Tx Renal já haviam realizado o transplante no 
momento em que referiram resfriado e consequente coleta das amostras, no caso dos 
pacientes TCTH, 48,0%(183/381) haviam realizado transplante no momento da coleta 
da amostra. 
 A positividade de HPIV encontrada foi 7,9% (30/381) e 4,3% (10/233), para os 
grupos TCTH e TX Renal, respectivamente. Em ambos os grupos HPIV-3 foi o mais 
frequente. Os 4 tipos de HPIV foram detectados no grupo TCTH, já no grupo TX Renal, 
o HPIV-4 não foi detectado (figura 21).  
 
Figura 21: Distribuição dos casos de HPIV (geral e tipagem)  no grupo de pacientes Tx Renais 
e TCTH. 
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 Na análise entre positividade de HPIV entre os dois grupos de transplantados 
não observamos associação estatística (p=0,114) e em relação aos tipos de HPIVs 
detectados e os grupos, não observamos associação estatística (p=0,124). 
O tempo médio entre início de sintomas e coleta das amostras também foi 
semelhante entre os grupos Tx renal e TCTH, a média de dias foi seis e cinco dias 
respectivamente (tabela 28), sendo que no grupo TCTH um paciente positivo para HPIV 
estava assintomático no momento da coleta. 
 
Tabela 28: Tempo de sintomas dos grupos TX Renal e TCTH. Refere-se ao tempo médio entre 
o início dos sintomas e coleta da amostra nos pacientes positivos para HPIV. 
Tempo de sintomas (dias) TX Renal TCTH 
Médiaa  6 5 
Mediana  5 3 
Desvio padrão 4 5,2 
Faixa de tempo de 
sintomas 
1 - 15 1 - 16 
aTeste t: p=0,093 
 
 
5.3.5. Análise entre crianças cardiopatas e crianças hospitalizados com suspeita de 
infecção por Influenza A (H1N1)pdm09. 
 A população infantil foi composta por crianças atendidas no ambulatório de 
cardiopatia e crianças hospitalizadas com suspeita de infecção respiratória por Influenza 
A (H1N1)pdm09 (sH1N1). No grupo das crianças cardiopatas foram coletadas 129 
amostras e no grupo das crianças sH1N1, 173 amostras, porém não foi observada 
associação entre as crianças e a idade (p=0,940). A média de idade de ambos os grupos 
foi a mesma, três anos (mediana de um ano), variando de um mês a 11 anos para as 
crianças cardiopatas e um mês a 12 para as crianças sH1N1. A faixa etária de ambos os 
grupos estão apresentadas na tabela 29. 
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 No grupo TCTH, apenas três pacientes eram crianças e todos foram negativos 
para HPIV, preferimos oculta-los desta análise. Entretanto, a média de idade desses 
pacientes foi de quatro anos (oito meses, cinco e seis anos), o tempo de sintomas foi de 
quatro dias (um, três e nove dias) e dois pacientes estavam hospitalizados no momento 
da coleta. 
 
Tabela 29: Faixa etária das crianças dos grupos CARDIO e sH1N1. 
Idade Crianças Cardiopatas  Crianças sH1N1 Total 
0 - 6 meses 26 (41,3%) 37 (58,7%) 63 (100,0%) 
7 meses - 1 ano 43 (45,3%) 52 (54,7%) 95 (100,0%) 
2 - 5 anos 37 (41,1%) 53 (58,9%) 90 (100,0%) 
6 - 12 anos 23 (42,6%) 31 (57,4%) 54 (100,0%) 
Média (dp) 3 (3,01) 3 (3,04) 3 (3,02) 
Mediana (fe) 1 (1m – 11a) 1 (1m – 12a) 1(1m - 12 a) 
Legenda: dp=desvio padrão; fe= faixa etária; m=idade em meses; a= idade em anos.  
Qui-Quadrado: (p=0,940) 
 
 A taxa de positividade nas crianças foi 8,9% (27/305), sendo 7,0% (9/129) para 
as crianças cardiopatas e 10,4% (18/173) para crianças sH1N1. Parainfluenza tipo 3 foi 
o mais detectado nas crianças sH1N1 (8/18, 44,4%), já nas crianças cardiopatas HPIV-2 
e HPIV-3 tiveram a mesma taxa de positividade (3/9, 33,3%) (figura 22). 
 
Figura 22: Distribuição dos casos de HPIV (geral e tipagem) em amostras clínicas das crianças 
CARDIO e sH1N1. 
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 Na análise da positividade de HPIV entre os grupos de crianças não foi 
observado associação estatística (p=0,407). 
Ambos os grupos apresentaram maior positividade em amostras de crianças com 
idade menor ou igual a um ano, nesta faixa etária também foi observada maior 
variedade dos tipos de HPIV (tabela 30). 
Tabela 30: Positividade de parainfluenza em relação à idade das crianças dos grupos CARDIO 
e sH1N1. 
Idade HPIV-1 HPIV-2 HPIV-3 HPIV-4 HPIV N(%) 
Crianças sH1N1 
0-6 meses 1 - 1 - 2 (7,7) 
7 meses - 1 ano - 3 6 - 9 (34,6) 
2-5 anos 2 - 1 3 6 (23,1) 
6-12 anos - - - 1 1 (3,8) 
      
Crianças CARDIO 
0-6 meses - 1 1 2 4 (15,4) 
7 meses - 1 ano 1 1 1 - 3 (11,5) 
2-5 anos - 1 - - 1 (3,8) 
6-12 anos     1   1 (3,8) 
Total N(%) 4 (14,8) 6 (22,1) 11(40,7) 6 (22,2) 26 (100,0) 
 
 
5.4. Análise entre os quatro tipos de Parainfluenza. 
Na análise isolada dos tipos de parainfluenza a distribuição de positividade foi 
60,8% (45/74) para HPIV-3, 16,2% (12/74) para HPIV-2, 13,5% (10/74) para HPIV-4 e 
9,5% (7/74) para HPIV-1 (Figura 23). 
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Figura 23: Distribuição dos tipos de parainfluenza na população geral. 
 
Quando analisamos os tipos de parainfluenza nos grupos estudados observamos 
que HPIV-1, HPIV-2 e HPIV-4 foram mais prevalente no grupo dos pacientes sH1N1,  
42,9% (3/7), 41,7% (5/12) e 50,0% (5/10), respectivamente, e o HPIV-3 foi mais 
prevalente no grupo dos pacientes TCTH, 53,3% (24/45) (figura 24). 
 
Figura 24: Positividade dos quatro tipos de parainfluenza nas populações envolvidas no estudo. 
 
Os quatro tipos de parainfluenza foram detectados tanto em adultos como em 
crianças, com média de idade variando de 14 anos (HPIV-4) a 34 anos (HPIV-3) (tabela 
31). O HPIV-1 foi mais prevalente nas crianças (57,1%, 4/7), assim como o HPIV-4 
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(60,0%, 6/10), HPIV-3 foi detectado em maior proporção em adultos (75,6%, 34/45) e 
HPIV-2 teve a mesma prevalência (50,0%, 8/16) (figura 25). 
 
Tabela 31: Variação da idade e gênero dos pacientes que tiveram amostras positivas para algum 
tipo de parainfluenza. 
  HPIV-1 HPIV-2 HPIV-3 HPIV-4 Total 
Amostrasa  7 (9,5%) 12 (16,2%) 45 (60,8%) 10 (13,5%) 74 (100%) 
Masculino 3 (7,3%) 5 (12,2%) 26 (63,4%) 7 (17,1%) 41 (100%) 
Feminino 4 (12,1%) 7 (21,2%) 19 (57,6%) 3 (9,1%) 33 (100%) 
Idade         
 
Médiab 18 (20,6) 29 (32,0) 34 (22,4) 14 (17,1) 34 (22,4) 
Mediana 5 15 38 5 
 
Faixa de variaçãoc         
 
 0 a 6 meses 1 (16,7%) 1 (16,7%) 2 (33,3%) 2 (33,3%) 6 (100%) 
7 meses a 1 ano 1 (8,3%) 4 (33,3%) 7 (58,3%) - 12 (100%) 
2 a 5 anos 2 (28,6%) 1 (14,3%) 1 (14,3%) 3 (42,9%) 7 (100%) 
6 a 12 anos - - 1 (50%) 1 (50%) 2 (100%) 
13 a 18 anos - - - - 0 (100%) 
19 a 29 anos - 1 (11,1%) 5 (55,6%) 3 (33,3%) 9 (100%) 
20 a 39 anos 2 (22,2%) - 7 (77,8%) - 9 (100%) 
40 a 60 anos 1 (4,8%) 3 (14,3%) 16 (76,2%) 1 (4,8%) 21 (100%) 
Acima de 60 - 2 (25%) 6 (75%) - 8 (100%) 
a: Teste exato de Fisher (p=0,534) 
b: ANOVA (p=0,067) 
c: Teste exato de Fisher ( p=0,018) 
 
 
Figura 25: Detecção dos tipos de HPIV em adultos e crianças. 
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Na análise da média das idades entre os tipos de HPIV verificou-se uma 
associação marginalmente significante (p=0,067). E quando avaliamos a inter-relação 
entre os tipos de HPIV e idade (adulto e criança) observamos interações entre os adultos 
e HPVI-3 e adultos jovens e HPVI-4.  
Observa-se uma diferença maior entre a média das idades dos HPIV-3 e HPIV-4. 
Não foi observada associação entre gênero e os tipos de HPIV (p=0,534). Quando 
analisamos a variação das faixas etárias e os tipos de HPIV observamos uma associação 
significativa entre tipo de HPIV e faixa etária (p=0,018), destacando-se uma 
porcentagem maior (76,2%; 16/21) de ocorrência de HPIV-3 nos adultos entre 40 e 60 
anos se comparado as demais idades.  
O tempo entre o início dos sintomas e o momento da coleta foi similar entre 
todos os pacientes que foram positivos para algum dos quatro tipos de HPIV. Sendo o 
HPIV-2 o tipo que teve amostras coletadas com menor tempo entre início de sintomas e 
a coleta e HPIV-3 teve mais teve mais amostras coletadas com maior tempo entre início 
de sintomas e coleta, porém não foram encontradas associações entre tempo de sintomas 
e tipos de HPIV (p>0,05) (tabela 32). 
Tabela 32: Tempo de sintomas dos quatro tipos de HPIV. Refere-se ao tempo (em dias) entre o 
início dos sintomas até o momento da coleta para os quatro tipos distintos de parainfluenza. 
Tempo de Sintomas HPIV-1 HPIV-2 HPIV-3 HPIV-4 Total 
MEDIA (dp) 3,5 (0,6) 2,6 (1,8) 5 (4,6) 2 (2,4) 4 (4,0) 
MEDIANA 3,5 2 4 3 3 
Variação (dias) 3 - 4 1 a 6 1 a 16 1 a 7 1 a 16 
1 - 2 (20%) 7 (70%) 1 (10%) 10 (100%) 
2 - 3 (42,9%) 4 (57,1%)  - 7 (100%) 
3 2 (28,6%)  - 3 (42,9%) 2 (28,6%) 7 (100%) 
4 2 (22,2%) 1 (11,1%) 6 (66,7%)  - 9 (100%) 
5 - - 1 (100%)  - 1 (100%) 
6 - 1 (33,3%) 1 (33,3%) 1 (33,3%) 3 (100%) 
7 
 
 - 1 (50%) 1 (50%) 2 (100%) 
7 dias ou mais -  - 7 (100%)  - 7 (100%) 
Legenda: dp = desvio padrão. Teste de Kruskal-Wallis (p=0,541) 
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Não conseguimos analisar estatisticamente se os sintomas respiratórios tem 
relação com algum dos tipos de HPIV, pois a amostragem foi representada por um 
número muito reduzido.  
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6. Discussão 
 Quando analisamos o risco das infeções respiratórias causadas pelo vírus 
parainfluenza em determinados grupos de pacientes, constatamos que o tempo de cada 
um dos métodos diagnóstico é crucial para que se possa iniciar o tratamento. Baseado 
neste fato, muitos estudos têm sido realizados a fim de demonstrar uma técnica que 
tenha menor tempo para realização, mas que apresente também uma boa sensibilidade e 
um custo acessível para as unidades de saúde (Karron & Collins,, 2007; Kuypers et al 
2009). 
 Nos últimos anos muitos métodos para a detecção de vírus respiratórios têm sido 
desenvolvidos e a cada nova técnica os pesquisadores buscam melhorar a sensibilidade 
analítica, assim como diminuir o tempo para liberação de resultado final.  
Os métodos que têm mostrado melhor relação entre tempo e sensibilidade são os 
métodos moleculares, principalmente a técnica de PCR em tempo real (Kuypers et al 
2009; Terlizzi et al 2009; Choudhary et al 2013). Porém muitos serviços de saúde 
utilizam a técnica de imunofluorescência (IF), pois está também fornece um diagnóstico 
em poucas horas e tem um custo menor que a PCR em tempo real. No entanto, está 
técnica apresenta algumas desvantagens se comparada com os métodos moleculares, 
como, a sensibilidade que é muito variável e menor que os métodos moleculares, as 
amostras tem que ser coletadas adequadamente e os kits comerciais são disponíveis para 
um número limitado de vírus, excluindo, por exemplo, o HPIV-4 (Aguilar et al, 2000; 
Templeton et al 2004; Van de Pol et al 2007; Kuypers et al 2009).  
Em um estudo piloto, com 202 amostras de pacientes adultos pertencentes ao 
programa de TCTH, analisamos a sensibilidade e especificidade da IF, RT-PCR 
convencional e a RT-PCR em tempo real para os HPIVs. Nenhuma amostra foi positiva 
na IF, a positividade para as técnicas moleculares foram, 4,0% (8/202) na RT-PCR 
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convencional e 10,9% (22/202) para a RT-PCR em tempo real. Neste estudo, a RT-PCR 
em tempo real foi considerada padrão-ouro para o diagnóstico de HPIV e quando em 
comparação com a RT-PCR convencional, os resultados de sensibilidade, especificidade 
e acurácia foram de 36% [intervalo de confiança (IC) 95% 97,9- 50%], 100% (IC 95% 
97,9-100%) e 93% (IC 95% 88,7-93,5%), respectivamente. Já a IF, teve uma 
sensibilidade de 0% neste estudo (dados ainda não publicados, resumo apresentado no 
anexo H). 
E de acordo com nossos resultados preliminares, nos estudos publicados com o 
mesmo objetivo e na necessidade de maiores informações sobre os parainfluenzas no 
Brasil, que realizamos este estudo, visando avaliar a presença dos quatro tipos de 
parainfluenza em populações variadas com metodologia molecular mais sensível.  
Em nosso estudo a sensibilidade da RT-qPCR para os quatro tipos de HPIV foi 
estimada utilizando diluição seriada de RNA plasmidial para realização da curva-
padrão, a eficiência da reação para cada alvo de HPIV foi avaliada entre 93 e 108%, o 
que é satisfatório de acordo com as instruções do fabricante (Applied Biosystems ®, 
Foster City, CA). O limite de detecção para os HPIV-1 e HPIV-3 foram semelhantes, 
assim como para os HPIV-2 e HPIV-4. Uma hipótese para estes resultado seria a 
semelhança genéticas dos vírus, pois pertencem ao mesmo gênero de classificação viral. 
Embora em nosso estudo não tenhamos realizado a quantificação dos HPIVs, com a 
curva-padrão pudemos obter o Ct médio (Cycle Treshould, ciclo limite de detecção) 
para detecção dos HPIVs, que foi de 39 ciclos.  
A vantagem de se implementar a técnica de PCR em tempo real em serviços de 
saúde é que com a agilidade para detecção do vírus, os pacientes iniciam mais cedo o 
tratamento, evitando complicações, e consequentemente diminuindo o tempo de 
internação. 
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Os HPIVs tem sido relatado em muitos estudos como um importante agente 
causador de infecções respiratórias em crianças (Fé et al 2008; Maeng et al, 2012; 
Schineider et al 2013) e em adultos imunocomprometidos (Machado et al,, 2003; 
Chemaly et al 2006; Park et al 2009; Ustun et al, 2012), nestes últimos os HPIV são 
relacionados principalmente a surtos em unidades hospitalares (Piralla et al, 2009; 
Harvala et al, 2012; Sydnor et al 2012). Após a pandemia ocorrida no ano de 2009 pelo 
vírus influenza A (H1N1)pdm09, aumentou consideravelmente a vigilância dos casos de 
síndrome respiratória e também a procura pelos serviços de diagnóstico, com isso houve 
um aumento também na detecção dos HPIVs em pacientes imunocompetentes e 
imunocomprometidos (Cunha et al, 2010; Nissi et al, 2010; Watanabe et al, 2011). 
 O pequeno número de amostras positivas para HPIV e o fato de não incluirmos 
amostras do ano de 2006 em nosso estudo nos impossibilitou de fazer uma análise mais 
precisa sobre a sazonalidade dos HPIV no Brasil durante uma década. Entretanto, 
pudemos observar que o HPIV-2 e HPIV-3 foram detectados em praticamente todos os 
anos (exceto 2004 e 2007 para HPIV-2 e 2003 e 2007 para HPIV-3), HPIV-1 circulou 
bianualmente e HPIV-4 circulou a cada três anos. Semelhanças com nossos resultados 
foram encontradas no estudo de Fry et al (2006), em quem HPIV-2 e 3 circularam em 
todos os anos, no estudo de Falsey et al (2012) o HPIV-1 também teve um padrão de 
circulação bianual e mesmo com um número reduzido de HPIV-4 detectados ao longo 
dos anos o padrão de circulação foi semelhante ao do HPIV-1 em que a circulação 
ocorreu em anos alternados corroborando com os resultados de Liu et al, 2013.  
 Nossa análise demonstra que os parainfluenzas circulam principalmente nos 
meses de outono e primavera, com alguns casos detectados no verão. Este perfil de 
circulação também foi observado em um estudo realizado por Gardinassi et al (2012) 
em outra cidade do estado de São Paulo.  
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O ano em que foi detectado o maior número de HPIVs foi em 2009 (12,1%, 
38/315), principalmente para os HPIVs tipos três e quatro (27 e 7 casos, 
respectivamente), este aumento deve-se provavelmente à pandemia do vírus influenza A 
(H1N1)pdm09, em que foi observado um grande aumento na procura dos serviços de 
saúde devido a gravidade das infecções causadas por este vírus. Este fato também foi 
observado no estudo de Thiberville et al (2012) realizado na França. O estudo foi 
realizado com 660 pacientes, onde 23,9% foram positivos para influenza A 
(H1N1)pdm09 e 12,4% para outros vírus respiratórios. 
Embora existam estudos brasileiros que demonstrem uma positividade para 
HPIV entre 3,3% a 10,3% (Machado et al, 2003; Tscuchia, 2005), a taxa de detecção em 
nosso estudo foi semelhantes a outros estudos brasileiros que detectaram entre 6,3% e 
8,3% de HPIV (Costa et al, 2006; Pechini, 2008). Ressaltamos assim a importância do 
nosso estudo, pois dos estudos brasileiros já publicados, a grande maioria foram 
realizados com amostras de crianças hospitalizadas ou em pacientes de TCTH e as 
metodologias utilizadas (imunofluorescência e cultura de células) apresentam menor 
sensibilidade se comparadas ao método que utilizamos. 
 Ao longo dos dez anos em que os HPIVs foram pesquisados, a frequência global 
foi de 6,9% (74/1067), sendo 7,9% (30/383) em pacientes em programa de célula 
tronco-hematopoiética (TCTH), 7,7% (25/324) em pacientes hospitalizados com 
síndrome gripal aguda (sH1N1), 7,0% (9/129) em crianças com cardiopatia congênita 
(CARDIO) e 4,3% (10/233) em adultos transplantados renais (TX Renal). A análise 
estatística evidenciou uma associação marginalmente significante (p=0,081) de que o 
grupo TCTH têm mais chances de apresentar sintomas respiratórios causadas por HPIV 
do que os outros grupos aqui analisados.  Este dado é corroborado pelo estudo de Lo et 
al (2013) que descreve os pacientes TCTH como o principal grupo de risco dentre os 
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pacientes imunocomprometidos. Outros estudos realizados com adultos TCTH e que 
apresentam altas taxas de detecção, são os relatos de surtos nosocomiais (Hassan et al 
2003; Chemaly et al 2006; Marziarz et al 2009) 
 É sabido que as crianças são mais vulneráveis a infecções respiratórias que os 
adultos saudáveis (Laurichesse et al., 1999; Hsieh et al, 2010), esta é uma hipótese para 
o grupo sH1N1, que é composto por adultos e crianças imunocompetentes, apresentar a 
segunda maior taxa de positividade entre os grupos (7,7%, 25/324).  
 
 Poucos estudos verificam a ocorrência de HPIV em pacientes transplantados de 
órgãos sólidos, principalmente os transplantados renais (Park et al 2009; Porsche et al 
2012). O estudo de Medrano et al (2007) pesquisou vírus respiratórios em pacientes 
transplantados de coração, fígado e rim, apenas 16,0% (13/81) dos vírus foram 
detectados em pacientes transplantes renais, neste estudo nenhum caso foi positivo para 
parainfluenza. Embora este estudo tenha sido realizado com dois métodos diferentes 
(cultura celular e RT-PCR), as coletas foram obtidas apenas nos meses de outono e 
inverno por demanda espontânea dos próprios pacientes o que pode ter influenciado a 
detecçao de possíveis casos de menor gravidade. 
Em nosso estudo essa frequência foi de 3,4% (10/233), sendo está, a menor 
frequência entre os grupos estudados. Podemos hipotetizar que esta frequência está 
relacionada com o fato destes pacientes serem atendidos no ambulatório e só 
procurarem o serviço de saúde no caso de infecções mais graves. 
Dos tipos de HPIV, o HPIV-3 foi o mais frequente e o tempo entre início de 
sintomas e coleta das amostras também foi maior nos pacientes infectados com HPIV-3. 
Este foi o único grupo em que o HPIV-4 não foi detectado.  
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O tempo entre início dos sintomas e coleta das amostras foi longo nestes 
pacientes (média de 14 dias para os pacientes não infectados e de seis dias para os 
pacientes infectados), assim, entendemos que se os pacientes tivessem procurado o 
serviço de saúde nos primeiros dias de sintomas, possivelmente teríamos detectado um 
número maior de HPIV neste grupo. Observamos também que os pacientes infectados 
por HPIV tiveram contato com pessoas sintomáticas da comunidade, deduzimos que 
possa ter ocorrido uma transmissão da comunidade, porém, não analisamos se foram 
estas pessoas que realmente transmitiram o vírus, pois não tivemos acesso a estes 
pacientes. 
O principal sintoma observado nos pacientes infectados foi tosse, embora não 
existam estudos clínicos que envolvem os HPIVs e os pacientes TX Renais, este 
sintoma também foi observado em dois casos em que HPIV-3 e HPIV-1 foram 
detectados (Park et al 2009; Porsche et al 2012). Em ambos os relatos de casos os 
pacientes evoluíram para pneumonia, entretanto, como este é um estudo retrospectivo 
não pudemos acompanhar estes pacientes para avaliar a evolução clínica pós infecção. 
As infecções respiratórias em crianças são muito comuns, principalmente 
quando estas apresentam alguma comorbidade, como é o caso das crianças que nascem 
com cardiopatias (Kanashiro et al, 2011; Sapeder et al, 2011; Kamikawa et al, 2012)Em 
nosso estudo os HPIVs foram detectados em 7,0% dos casos (9/129), sendo que HPIV-2 
e HPIV-3 foram detectados com a mesma frequência, 33,3% (3/10), HPIV-4 com 
22,2% (2/10) e HPIV-1 com 11,1% (1/10). Em outro estudo brasileiro, também 
realizado com crianças cardiopatas, os HPIVs foram pesquisados por duas metodologias 
(PCR multiplex e PCR específico para HPIV-3), neste estudo a taxa de positividade foi 
de 20,5% (4/39) e 7,7% (3/39), respectivamente, sendo que no primeiro teste foram 
detectados apenas os tipos um e três (Kanashiro, et al 2011), este estudo foi realizado 
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apenas para comparação de metodologia, assim não pudemos analisar se as 
características clínicas que encontramos foi similar neste grupo. 
Em nosso estudo observamos que apenas duas crianças que foram infectadas por 
HPIV apresentaram febre no momento da coleta, sendo um paciente com amostra 
positiva para HPIV-1 e outro para HPIV-4, ambos os casos tinham três dias de 
sintomas. O paciente que foi diagnosticado com bronquiolite tinha quatro meses e 
estava infectado pelo HPIV-2. 
O paciente que evoluiu a óbito tinha menos de um mês de vida e a tosse foi o 
único sintoma observado, o tipo de HPIV que foi detectado foi o HPIV-4. Este fato 
confirma a necessidade de investigar não só HPIV-4, mas também todos os outros vírus 
respiratórios já conhecidos, em crianças de alto risco, seja qual for o sintoma 
respiratório apresentado, e também, que está investigação seja realizada em tempo hábil 
para que se consiga realizar um tratamento adequado para as crianças. 
 Está necessidade em se realizar testes diagnósticos em menor tempo possível 
pode ser observada principalmente no ano de 2009 quando ocorreu a pandemia pelo 
vírus Influenza A (H1N1)pdm09. Após a confirmação desta pandemia, a maioria dos 
centros de saúde necessitou de resultados rápidos, para iniciar o mais rápido possível o 
tratamento e isolamento do paciente se fosse necessário.  
 Após este período pandêmico, observou-se que muitos dos pacientes que 
preencheram o critério de SRAG, não tiveram amostra positivas para o vírus Influenza 
A (H1N1)pdm09, e assim iniciou-se novos estudos para identificar quais eram estes 
vírus que estavam causando sintomas semelhantes.  
 Os HPIVs foram detectados em 7,7% (25/324) dos pacientes atendidos com 
SRAG no Hospital São Paulo entre os anos de 2009 e 2010. Em outros estudos as 
frequências variaram de 3,8% (3/79) a 36,0% (36/100) (Follin et al, 2009; Nisii et al, 
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2010; Thiberville et al, 2012). Ainda que outros vírus tenham sido detectados em maior 
frequência que HPIV, estes resultados confirmam a necessidade de se realizar 
diagnóstico de vírus respiratório, pois os sintomas clínicos causados pelos vírus são 
semelhantes. 
 O grupo dos pacientes sH1N1 foi composto por adultos e crianças, 6,1% (7/115) 
e 10,3% (18/174), respectivamente,  embora não tenhamos observado associação 
estatística entre os grupos (p=0,296), as amostras positivas foram detectadas 
principalmente nas crianças (72,0%, 18/25) com idade menor ou igual a 5 anos (94,4%, 
17/18), média de dois anos. Corroborando com nosso resultado, o estudo realizado por 
Comach et al (2012) com pacientes atendidos por suspeita de SRGA na Venezuela, 
observou que as crianças menores de cinco anos tiveram mais amostras positivas para 
HPIV se comparado com crianças mais velhas.  
 Os pacientes adultos que tiveram amostras positivas para HPIV (28,0%, 7/25) 
apresentaram uma associação siginificativa principalmente na faixa etária dos 13 aos 29 
anos (p=0,068). E nesta analise, o padrão de detecção de HPIV foi semelhante ao vírus 
influenza A (H1N1)pdm09, que causou infecção mais em adultos jovens do que em 
idosos (Smit et al 2011; Watanabe et al 2011), sendo que em outros grupos, como os 
imunocomprometidos, a positividade de HPIV é maior em adultos mais velhos e idosos 
(Chemaly et al 2006; Medrano et al 2007; Liu et al 2009; Harvala et al 2012). Uma das 
hipóteses é a maior exposição dos adultos jovens à ambientes sociais com maior 
aglomeração e contato entre os indivíduos potencialmente infectados. Por outro lado,  
durante a pandemia observou-se que os adultos mais jovens possuíam maior risco para 
desenvolvimento de quadros mais graves quando infectados por Influenza 
A(H1N1)pdm09, o que pode ter levado a maior internação destes pacientes. 
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 Outra análise referente a este grupo é em relação aos anos em que HPIV foi 
detectado. As crianças tiveram amostras positivas em 2009 e 2010 e os adultos apenas 
no ano de 2009, tal fato pode ser explicado pela extensa campanha de vacinação para 
influenza A(H1N1)pdm09 e pelo fato de a Organização Mundial de Saúde (OMS) ter 
declarado o fim da pandemia em Agosto de 2010, é possível que os serviços de saúde 
tenham reestruturado os critérios de investigação de SRAG, desconsiderando neste 
caso, os adultos vacinados. 
 Quando analisamos a variação na frequência dos HPIVs em relação aos adultos 
e crianças não pudemos observar associação entre eles. Embora o parainfluenza tipo três 
não tenha sido detectado em alguns estudos (Renois et al, 2010; Tanner et al 2012; 
Thiberville et al 2012), observamos nos dois grupos  que o HPIV-3 foi o mais frequente, 
44,4% (8/18) e 57,1% (4/7), respectivamente em crianças e adultos, assim como Nissi et 
al (2010). Notamos também que HPIV-4 foi o segundo mais detectado nas crianças 
(22,2%, 4/18) e que HPIV-1 não foi detectado nos adultos.  
 Um estudo realizado pelo nosso grupo investigou as taxas de co-detecção nos 
pacientes sH1N1 no ano de 2009 que foram positivos para influenza A(H1N1)pdm09 
(14/159) e obtiveram 21,9% (9/41) de codetecção por outros vírus (Camargo et al, 
2012). Quando comparamos os nossos resultados com os testes já realizados com outros 
vírus observamos que 44,0% (11/25) dos casos de HPIV positivo foram positivos para 
outros vírus respiratórios, sendo o influenza A(H1N1)pdm09 e o hMPV as co-detecções 
mais frequentes, todos os casos de co-detecção foram em amostras de crianças (média 
de dois anos). Nisii e colaboradoes (2010) demonstraram que HPIV foi o principal vírus 
nos casos de co-infeções em pacientes hospitalizados com SRAG, sugerindo ausência 
de interferência viral.  
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 O estudo realizado por Martin et al (2013) demonstra que o momento da coleta 
da amostra em período muito curto em relação ao início dos sintomas afeta o número e 
os tipos de vírus detectados. Embora não tenhamos acesso ao tempo entre início de 
sintomas e coleta da amostra, para realizar está avaliação, este pode o motivo para a 
elevada taxa de co-detecção por HPIV, pois o critério para hospitalização de crianças 
com SRAG, segundo o Ministério da Saúde, é febre de início súbito e sintomas 
respiratórios. 
O grupo dos pacientes TCTH foi grupo que estudamos por mais tempo, cinco 
anos, pois faziam parte da rotina de investigação viral do Hospital São Paulo. A taxa de 
detecção de HPIV foi de 7,8% (30/381). No Brasil, os poucos estudos publicados em 
pacientes TCTH foram realizados com metodologia de imunofluorescência e para estes 
as taxas de detecção de HPIV em relação ao número de amostras coletadas foram 
menores que 2,0% (Raboni et al, 2003; Machado et al, 2003). Está análise demonstra 
que a incidência de infecção pelo HPIV em pacientes TCTH é subestimada por métodos 
menos sensíveis, como pode ser observado no estudo de Kuypers e colaboradores 
(2009). 
Todos os pacientes com amostras positivas para HPIV eram adultos (média de 
44 anos) e 76,7% estavam hospitalizados (23/30) no momento da coleta da amostra. 
Dos estudos já publicados que envolvem pacientes TCTH com infecções por HPIV, 
pudemos observar que a maioria dos casos ocorre em pacientes hospitalizados (Nichols 
et al, 2001; Chemaly et al, 2012).  
Quando analisamos o tipo de doença hematológica desses pacientes, observamos 
que os HPIVs foram detectados principalmente dos pacientes que apresentavam 
linfomas (40,0%, 12/30), seguido dos pacientes com leucemia (23,3%, 7/30), diferente 
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de outros estudos em que leucemia foi o mais frequente, seguido de linfoma (Nichols et 
al 2001; Peck et al 2007; Chemaly et al 2012). 
A distribuição dos tipos de HPIV no grupo TCTH foi 80,0% (24/30) para HPIV-
3, 10,0% (3/30) para HPIV-4, 6,7% (2/30) para HPIV-2 e 3,3% (1/30) para HPIV-1. 
Novamente observamos a necessidade de se detectar os HPIV-4 em grupos de risco, 
embora em outros estudos HPIV-4 não tenha sido tão frequente (Chemaly et al 2006; 
Srinivasan et al, 2011), concordamos com Miall et al (2002) que após isolar HPIV-4 em 
paciente pós-TCTH, observou a necessidade de se implementar testes para diagnóstico 
rápido para HPIV-4, permitindo assim início precoce do tratamento. 
A alta frequência de HPIV-3 nos chamou atenção pelo fato de 83% (20/24) 
pertencerem a pacientes hospitalizados. Analisando estes pacientes observamos que a 
maior parte das amostras foram coletadas no ano de 2009 (14/24), e destas, 78,6% 
(11/14) eram amostras de pacientes hospitalizados. Quando observamos os períodos em 
que essas amostras foram coletadas, observamos um acúmulo nos meses de abril, maio 
e setembro, que nos sugere uma possível transmissão nosocomial nestes períodos. 
Embora não tenhamos realizado testes mais específicos, como sequenciamento genético 
para confirmar esta transmissão, muitos artigos relatam que o HPIV-3 é um dos 
patógenos mais relacionados a surtos nosocomiais (Cortez et al, 2001; Jalal et al 2007; 
Maziarz et al 2009; Piralla et al 2009; Harvala et al 2012; Sydnor et al 2012). 
Neste mesmo período (setembro/2009), detectamos um HPIV-3 em um paciente 
assintomático. Está amostra foi coletada para vigilância, pois este paciente teve contato 
com outro paciente que estava com sintomas há quatro dias, sendo que este paciente 
também teve amostra positiva para HPIV-3. Casos como este já foram descritos 
anteriormente em crianças e pacientes TCTH e em ambos os estudos as amostras dos 
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pacientes assintomáticos só foram detectadas pelos métodos moleculares (Peck et al 
2007; Advani et al 2012). 
Esta hipótese de transmissão nosocomial, nos leva a refletir que a prevenção da 
transmissão é tão importante quanto técnicas específicas e sensíveis para o diagnóstico 
dos HPIV. E que devem ser focadas não só nos pacientes e equipe médica mas também 
nos familiares precisam ser conscientizados que são fontes de infecção para esses 
pacientes imunocomprometidos. 
 
Na análise realizada entre os pacientes infectados por HPIV e os não infectados, 
não foi observada diferenças estatísticas entre idade, gênero e tempo entre início de 
sintomas e coleta da amostra, porém quando analisamos os sintomas respiratórios, 
febre, tosse, coriza e dor de garganta, a tosse foi o único sintoma que apresentou relação 
estatística para sua presença e o fato do paciente ter ou não infecção respiratória por 
HPIV. E importante ressaltar que o grupo sH1N1 não teve dados clínicos avaliados 
sistematicamente, porem o critério de internação previa a definição de síndrome 
respiratória aguda grave ou seja febre, tosse e dispnéia.  Está relação não foi observada 
outros estudos e a febre foi o sintoma mais frequente, seguido da tosse (Martino et al, 
2005; Hsieh et al, 2010). No estudo realizado por Liu et al (2013), a tosse não 
apresentou associação estatística entre pacientes positivos ou negativos embora tenha 
sido o sintoma mais frequente.  
 Dos pacientes infectados por HPIV e que apresentaram tosse, a maioria, 82,8% 
(24/49) eram de adultos TCTH, esses pacientes eram atendidos dentro do hospital, o que 
nos leva acreditar que assim que surgia o primeiro sintoma respiratório (neste caso, a 
tosse), os colaborados já realizavam coleta do material para análise, pois nos casos de 
resfriados comuns, nem sempre a febre é o primeiro sintoma respiratório. 
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Podemos considerar os sintomas respiratórios uma limitação do nosso estudo, 
pois se tivéssemos seguido o padrão outros estudos e buscado informação sobre 
sintomas clássicos dos HPIV, como a crupe ou bronquiolite, poderíamos elucidar 
melhor a relação dos HPIVs e as infecções respiratórias no Brasil. 
 O nosso estudo foi composto principalmente por adultos, 70,0% (710/1015) e os 
casos positivos para HPIV também foram semelhantes entre os adultos e as crianças, 
6,6% (47/710) e 8,9% (27/305), respectivamente, não observando associação estatística 
entre os grupos e a positividade de HPIV (p=0,262). Na análise realizada entre os tipos 
de HPIV e a faixa etária, pudemos observar uma associação estatística marginal 
(p=0,056), em que a ocorrência de HPIV-3 foi maior nos adultos.  
É sabido que o HPIV-3 é o tipo mais frequente, porém a frequência de HPIV-3 
em adultos observada em nosso estudo só se compara com os casos de surtos 
nosocomiais (Pirrala et al, 2009; Harvala et al, 2012). Estes dois pontos serão discutidos 
posterioqrmente. 
Avaliando os pacientes adultos e distinguindo-os em imunocompetentes 
(sH1N1) e imunocomprometidos (TCTH e TX Renal), não observamos associação entre 
os grupos e a positividade de HPIV (p=0,506). E quando avaliamos esses grupos em 
relação à idade observamos uma tendência a associação (p=0,068), sendo que na análise 
de inter-relação observamos interações entre adultos imunocompetentes com idade entre 
13 a 29 anos e nos adultos imunocomprometidos com idade entre 40 a 60 anos.  
Embora esta análise tenha apresentado apenas tendência à associação, a 
avaliação dos resultados obtidos na análise de faixa etária do grupo representado por  
adultos imunocompetentes (adultos com suspeita de síndrome respiratória aguda, 
SRAG) corrobora os estudos que descrevem a maior susceptibilidade ao vírus influenza 
A (H1N1)pdm09 dos  adultos jovens, que  apresentaram a maior taxa de infecção e 
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consequente maior procura por serviços de saúde, se comparado a outras épocas de 
epidemias virais (Oliveira et al, 2009; Watanabe et al, 2011). No caso dos pacientes 
imunocomprometidos, a faixa etária que apresentou tendência à associação estatística 
(40-60 anos) também está de acordo com a literatura, que relata a idade que pacientes 
imunocomprometidos são mais vulneráveis a adquirir infecções respiratórias (Schiffer 
et al, 2009; Chemaly et al, 2012). 
 Analisando apenas os pacientes imunocomprometidos, TCTH e TX Renal, 
observamos uma positividade maior no grupo TCTH, 7,9% (30/381) em relação ao TX 
Renal, 4,3% (10/233). Este resultado deve-se ao fato desses terem um grau de 
imunocomprometimento maior que os pacientes TX Renal.  
Nossos resultados foram semelhantes ao de Lo e colaboradores (2012) que 
pesquisaram alguns vírus respiratórios em crianças que haviam realizado transplante de 
célula tronco-hematopoiética ou órgãos sólidos, neste estudo os HPIV foram detectados 
em 63,6% (35/55) nos paciente TCTH e em 36,4% (20/55) nos pacientes transplantados 
de órgãos sólidos, sendo que desses, 10,9% (6/55) dos HPIVs foram detectados em 
pacientes TX Renais. 
Observamos diferenças também em relação ao tempo entre início de sintomas e 
coleta das amostras, o grupo TCTH apresentou maior tempo em relação ao grupo TX 
Renal (média de seis e quatro dias, respectivamente). Este dado pode ser justificado 
como relatado anteriormente pelo fato dos pacientes TCTH estarem hospitalizados (ala 
hospitalar e hospital-dia) e os pacientes TX Renais serem atendidos ambulatorialmente, 
e neste caso demoraram para procurar o serviço de saúde. 
Outra analise que pudemos realizar foi entre as crianças cardiopatas e as crianças 
sH1N1. Para os dois grupos foram considerados “criança” os pacientes com idade até 12 
anos e a variação de faixa etária foi semelhante entre os grupos.  
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A positividade de HPIV foi de 7,0% (9/129) nas crianças CARDIO e 10,4% 
(18/173) nas crianças sH1N1. Embora as coletas foram realizadas em ambientes 
distintos do Hospital São Paulo (ambulatório de cardiologia e 
enfermarias/hospitalizados), ambos os grupos foram compostos por crianças com maior 
risco de complicações por infecções respiratórias se comparadas à crianças da 
comunidade. 
Quando analisamos estudos realizados com crianças observamos resultados 
controversos em relação à frequência em crianças da comunidade ou hospitalizadas 
(Singleton et al 2010, Winberg et al 2009; Bonfim et al 2011). Consideramos que a taxa 
de positividade das crianças sH1N1 foi maior, devido a maior vigilância neste grupo na 
época de maior circulação do vírus pandêmico, uma vez que o pediatra ao atender uma 
criança apresentando febre e broncoespasmo durante a pandemia, deveria hospitalizar a 
mesma em vista do potencial risco de infecção pelo H1N1pdm. (http://portal.saude. 
gov.br/ portal/arquivos/pdf/protocolo_manejo_influenza_22_04.pdf). 
Não pudemos realizar outra analise entre as crianças, pois não tínhamos os dados 
clínicos das crianças sH1N1.  
 
Analisando os dados demográficos dos grupos de  nosso estudo podemos fazer 
algumas observações em relação a cada tipo de parainfluenza. A detecção entre os 
quatro tipos de HPIV foi distribuída em 60,8% (45/74) para HPIV-3, 16,2% (12/74) 
para HPIV-2, 13,5% (10/74) para HPIV-4 e 9,5% (7/74) para HPIV-1.  
O HPIV-1 foi o menos detectado, teve uma positividade global de 9,5% (7/74), 
em relação aos grupos, a maior frequência foi observada no grupo sH1N1 (42,9%, 3/7) 
e a média de idade dos pacientes foi de 18 anos, sendo que a faixa etária variou de 0 a 
seis meses e 20 a 60 anos. 
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O HPIV-2 foi positivo em 16,2% (12,74) dos casos, sendo o segundo tipo mais 
prevalente. A maior frequência foi observada no grupo sH1N1 (41,7%, 5/12), a média 
de idade foi de 29 anos, variando dos menores de cinco anos aos maiores de 19 anos. 
O HPIV-3 foi o tipo mais prevalente (60,8%, 45/74), tendo uma frequência de 
53,3% (24/45) no grupo TCTH e uma média de idade de 34, sendo detectado desde os 
recém-nascidos aos idosos. 
O HPIV-4 teve uma positividade 13,5% (10/74), mais prevalente no grupo 
sH1N1 e não sendo detectado no grupo TX Renal. A idade média deste grupo foi de 14 
anos, sendo detectados tanto em crianças quanto em adultos. 
Embora não tenhamos observado associação entre a distribuição das amostras 
positivas entre os grupos e os tipos de HPIV (p>0,05), quando analisamos as proporções 
de cada HPIV, o tipo três foi o mais detectado, como é relatado em outros estudos (Fry 
et al, 2006; Bicer et al, 2013; Liu et al 2013). Um levantamento realizado pelo 
Ministério da Saúde, com dados dos laboratórios sentinelas para vigilância de vírus 
respiratórios, corrobora com nossos resultados e dentre os HPIV, o tipo três foi o mais 
comum, seguido do HPIV-2 e HPIV-1 (Freitas, 2013). O HPIV-4 destacou-se como 
sendo mais prevalente que o HPIV-1, o que não é observado em estudos realizados com 
os quatro tipos de parainfluenza em outros países (Aguilar et al 2000; Fry et al 2006; 
Srinivasan et al 2011; Liu et al 2013;), porém esses resultados nos faz refletir sobre a 
necessidade de métodos que detectem os quatro tipos de HPIV no Brasil, em razão da 
maioria dos estudos que existem até o momento detectarem apenas os HPIV-1, HPIV-2 
e HPIV3, com técnicas menos sensíveis como a imunofluorescência, oferecidos em kits 
comerciais com anticorpos monoclonais apenas para os tipos um, dois e três (Raboni et 
al 2003; Costa et al 2006; Fé et al 2008; Alonso et al 2012), e a metodologia de RT-
PCR convencional (Tomazelli et al 2007; Bonfim et al 2011, Gardinassi et al 2012). 
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Quando analisamos os tipos de HPIV e a idade média podemos observar uma 
associação estatística marginalmente significante (p=0,067), entre os HPIV-3 e HPIV-4, 
sendo HPIV-3 mais prevalente em adultos e HPIV-4 em adultos jovens. No caso do 
HPIV-3, a análise houve associação significativa observada entre os tipos de HPIV e 
faixa etárias (p=0,018), destacando a maior ocorrência de HPIV-3 (76%, 16/21) nos 
adultos entre 40 e 60 anos. A associação observada nas amostras positivas para HPIV-4 
corroboram com dois estudos anteriores, em que um realizado na França relata a 
detecção de 20 casos de HPIV-4, sendo a maioria detectada em crianças (Billaud et al 
2005). Também no Canadá o HPIV-4 foi detectado principalmente em crianças (Vachon 
et al, 2006). 
Como limitações do nosso estudo, observamos na necessidade de dados clínicos 
mais específicos e uma amostragem maior, para assim descrevermos o real papel dos 
vírus parainfluenza no Brasil.   
Por fim, com nosso trabalho pudemos observar a necessidade de métodos mais 
sensíveis para detecção dos HPIVs em todos os grupos estudados, principalmente nos 
pacientes hospitalizados, particularmente os pacientes TCTH. Embora os métodos 
moleculares apresentem os maiores custos para serem implementados na rotina 
laboratorial, a rapidez e sensibilidade na identificação viral são essenciais para início do 
tratamento e eficazes no combate a transmissões nosocomiais. 
Destacamos em nosso estudo a detecção inequívoca de HPIVs em adultos 
hospitalizados com SRAG e assim observamos que novos estudos devem ser realizados 
a fim de elucidar melhor a infecção causada pelos parainfluenzas nesta população. 
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7. Conclusões 
  
 Ao longo dos dez anos estudados observamos a ocorrência de 6,9% de  
parainfluenza dentre os grupos avaliados.  
A metodologia de RT-PCR em tempo real mostrou-se satisfatória para a 
detecção dos quatro tipos de parainfluenza. 
 Em relação aos pacientes transplantados, no grupo de maior imunossupressão 
(TCTH) os HPIVs foram detectados em maior frequência e o grupo TX Renal obtive a 
menor frequência entre todos os grupos avaliados. 
 Em relação às crianças, apensar do elevado risco associado às crianças 
cardiopatas, as crianças do grupo sH1N1 apresentaram maior positividade para HPIVs, 
embora sem associação estatística significante. 
 Na avaliação do grupo sH1N1 os HPIV foram detectados em maior frequência 
nos adultos jovens. 
Não foi possível observar diferenças clínicas nos pacientes transplantados e com 
comorbidade em relação aos que tiveram amostras positivas ou negativas para 
parainfluenza. 
O parainfluenza tipo três foi o mais frequente, seguido do HPIV-2, HPIV-4 e 
HPIV-1.  
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Termo de consentimento livre e esclarecido 
 
INVESTIGAÇÃO DA METODOLOGIA LABORATORIAL DE DETECÇÃO DE INFECÇÃO PELO VÍRUS 
INFLUENZA 
 
O presente estudo tem como objetivo avaliar e comparar a contribuição dos diferentes procedimentos de 
diagnóstico de infecção por Influenza, bom como à freqüência de outras etiologias virais em pacientes com 
síndrome gripal durante o período epidêmico para Influenza. 
Para a realização deste estudo é necessária a utilização de secreção nasal de pessoas com síndrome gripal. A 
coleta de secreção nasal é feita através do lavado nasal com 5 mL de Ringer lactato instilado em cada narina e 
coletado a seguir, por enfermeiro ou médico devidamente treinado para tal procedimento. 
Este estudo é considerado de risco mínimo para o paciente e a coleta é rápida, indolor e como descrito, realizada 
por profissional apto e não requer nenhum procedimento invasivo. O uso de Ringer-lactato intranasal não acarreta 
nenhuma alteração fisiológica no paciente. Todos os dados obtidos sobre os voluntários nesse estudo serão 
confidenciais e serão utilizados com fins estritamente científicos. A participação nessa pesquisa é totalmente 
voluntária e a sua recusa não acarretará em qualquer prejuízo ou vantagem profissional nessa instituição, podendo 
o participante desligar-se do estudo em qualquer momento. As conclusões obtidas nesse estudo não serão 
utilizadas em outro trabalho sem o seu consentimento. As informações obtidas serão analisadas em conjunto com 
outros indivíduos, não sendo divulgada a identificação de nenhum dos participantes. Se tiver interesse, poderá 
manter-se atualizado dos resultados obtidos junto aos pesquisadores. Permitindo a realização de exames em suas 
amostras coletadas, você não será favorecido diretamente, pois se trata de um estudo experimental, mas estará 
contribuindo para que outras pessoas possam futuramente ser beneficiadas. 
Em qualquer etapa do estudo você terá acesso aos profissionais responsáveis pela pesquisa para esclarecimento de 
eventuais dúvidas. O principal investigador é a Dra. Nancy Bellei, que pode ser encontrada no endereço: Rua 
Pedro de Toledo. 781, 15º andar, frente, ou pelo telefone (11) 5081-5391. Se você tiver alguma consideração ou 
dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) – Rua Botucatu, 
572, 1º andar, cj. 14, tel. (11) 5571-1062, Fax (11) 5539-7162, ou por meio do e-mail: cepunifesp@epm.br. 
É garantida a liberdade de retirado do consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem 
qualquer prejuízo e continuidade de seu tratamento na instituição. 
Acredito ter sido suficientemente informado a respeito dos dados que li ou que foram lidos para mim, 
descrevendo o estudo: “Investigação da metodologia laboratorial de detecção de infecção pelo vírus Influenza”. 
Eu discuti com os pesquisadores deste estudo sobre minha decisão em participar do mesmo. Ficaram claros quais 
os propósitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de 
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participação é isenta de 
despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar quando necessário. Concordo voluntariamente em 
participar do estudo e poderei retirar meu consentimento a qualquer momento, antes, durante ou depois do 
mesmo, sem penalidades, prejuízos ou perda de qualquer benefício que eu possa ter adquirido ou no meu 
atendimento neste serviço. 
 
_____________________________                                                       ___/___/___ 
Assinatura do paciente/ representante legal 
 
 
_____________________________                                                       ___/___/___ 
Assinatura da testemunha* 
 
(* Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiências auditivas e/ou 
visual). 
 
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou representante 
legal para participação neste estudo. 
 
 
_____________________________                                                       ___/___/___  
Anexo B – Termos de Consentimento para adutlos e crianças 
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Termo de consentimento livre e esclarecido 
 
ESTUDO DE INFECÇÃO POR VÍRUS RESPIRATÓRIOS EM PACIENTES PEDIÁTRICOS COM 
CARDIOPATIA CONGÊNITA E PACIENTES SEM FATORES DE RISCO PARA INFECÇÃO POR 
VÍRUS RESPIRATÓRIOS  
 
 O presente estudo tem como objetivo estudar a ocorrência de infecção respiratória causada por vírus 
respiratórios em crianças com cardiopatia congênita atendidas no Hospital São Paulo (HSP-UNIFESP) e 
crianças sem fatores de risco para infecção por vírus respiratórios (NASF-HSP-UNIFESP). 
 Para a realização deste estudo é necessária a utilização de secreção nasal das pessoas atendidas nos 
serviços de saúde para cardiopatas congênitos e crianças sem fatores de risco para infecção por vírus 
respiratórios. A coleta desse material é feita através de aspiração da secreção nasofaríngea com sonda ou 
swab nasal por enfermeiro , médico ou profissional da saude devidamente treinado para tal procedimento. 
 Este estudo é considerado de risco mínimo para o paciente e a coleta é rápida, indolor e como 
descrito, realizada por profissional apto e não requer nenhum procedimento invasivo. 
 Todos os dados obtidos sobre os voluntários nesse estudo serão confidenciais e serão utilizados com 
fins estritamente científicos. 
 A participação nessa pesquisa é totalmente voluntária e a sua recusa não acarretará em qualquer 
prejuízo ou vantagem profissional nessa instituição, podendo o participante desligar-se do estudo em 
qualquer momento. As conclusões obtidas nesse estudo não serão utilizadas em outro trabalho sem o seu 
consentimento. 
 As informações obtidas serão analisadas em conjunto com outros indivíduos, não sendo divulgada a 
identificação de nenhum dos participantes. Se tiver interesse, poderá manter-se atualizado dos resultados 
obtidos junto aos pesquisadores. 
 Permitindo a realização de exames em suas amostras coletadas, você não será favorecido diretamente, 
pois trata-se de um estudo experimental, mas estará contribuindo para que outras pessoas possam 
futuramente ser beneficiadas. 
 Em qualquer etapa do estudo você terá acesso aos profissionais responsáveis pela pesquisa para 
esclarecimento de eventuais dúvidas. O principal investigador é a Dra. Janete Kamikawa, que pode ser 
encontrada no endereço: Rua Pedro de Toledo, 781, 15º andar, frente, ou pelo telefone (11) 5081-5391. Se 
você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comitê de 
Ética em Pesquisa (CEP) – Rua Botucatu, 572, 1º andar, cj. 14, tel. 5571-1062, Fax 5539-7162, ou por  
meio do e-mail: cepunifesp@epm.br . 
 É garantida a liberdade de retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do 
estudo, sem qualquer prejuízo e continuidade de seu tratamento na instituição. 
 
 Acredito ter sido suficientemente informado a respeito dos dados que li ou que foram lidos para mim, 
descrevendo a presente investigação: “ESTUDO DE INFECÇÃO POR VÍRUS RESPIRATÓRIOS EM 
PACIENTES PEDIÁTRICOS COM CARDIOPATIA CONGÊNITA E PACIENTES SEM FATORES DE 
RISCO PARA INFECÇÃO POR VÍRUS RESPIRATÓRIOS”. Eu discuti com os pesquisadores deste estudo 
sobre a minha decisão em participar do mesmo. Ficaram claros quais os propósitos do estudo, os 
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de 
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participação é isenta de despesas e que tenho 
garantia de acesso a tratamento hospitalar quando necessário. Concordo voluntariamente em participar do 
estudo e poderei retirar meu consentimento a qualquer momento, antes, durante ou depois do mesmo, sem 
penalidades, prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu possa ter adquirido ou no meu atendimento 
neste Serviço. 
 
_____________________________________________                             ______/_____/_____ 
 Assinatura do paciente/representante legal 
 
_____________________________________________                             ______/_____/_____ 
 *Assinatura da testemunha 
(*Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiências auditiva 
e/ou visual.)  
142 
 
 
1º participação no estudo:                SIM                  NÃO                  NASF             _____ 
1º coleta:                                          SIM                 NÃO        Data: ____/____/____ 
Tipo de coleta:                                 SWAB             LAVADO NASAL 
Identificação 
Nome: _________________________________________  RG: ____________ 
Data Nasc.____________   Idade: ________  Sexo:                 M          F   
Telefone: (       )_________________________________  Horário: __________ 
Freqüenta:        Escola           Creche          Paulistinha ______________               casa 
Resp. pelo paciente: ________________________________  Setor: __________   
Função______________    Contato com paciente:                  Sim          Não    
Quadro Clínico Atual  
Prematuridade:              Sim             Não  Peso atual: _____ Peso ao nascimento:  _______ 
Início dos Sintomas : _________________   1º sintoma : ___________________________ 
Febre:           Sim          Não    Dias: ___    Temp. máx : ____   Temp. na coleta : ______        
Secreção nasal:         Sim        Não    Dias: ____      Dispnéia:         Sim          Não    Dias: ____                                                                                           
Tosse:                Sim          Não    Dias: ___              Dor de Garganta:         Sim         Não   Dias:  ___ 
Chiado:              Sim          Não    Dias: ___               Diarréia:                       Sim        Não   Dias:   ___ 
Cianose:             Sim          Não   Dias: ___              Comorbidade: __________________________ 
RX tórax:          Normal            Hiper-expansão              Infiltrado            Condensação 
Uso de medicação:            Sim          Não    Qual: _______________________________  
Vacina Influenza:               Sim          Não   Ano: ___       
Informações Adicionais 
Indicação de internação:        Sim        Não 
Episódios de Doenças Resp. Anteriores:            Sim           Não      Qtos: ______  
Profissional de saúde na família:         Sim          Não         Contato c/  paciente:       Sim          Não 
Familiar com sintomas:        Sim          Não    Irmãos:           Sim          Não     Idade: _______ 
Fumantes:            Sim          Não              Vacina Influenza:           Sim        Não   Ano: ___      
Anexo C –Questionário utilizado para coleta de dados clínicos das crianças 
Laboratório de Virologia - Unifesp 
Ficha Protocolo Investigação de Vírus Respiratórios – CRIANÇA 
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Anexo D – Questionário utilizado para coleta de dados clínicos dos pacientes 
Transplantados renais. 
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Anexo E – Ficha de investigação dos pacientes TCTH 
                                                                                                                   
Nº    IDADE/SEXO   DATA   
  
NOME   
 PROFISSIONAL  PACIENTE    
       
TRABALHO LOCAL ______________ HORÁRIO ____________   
       
 ATIVIDADE  
OUTRO 
EMPREGO    
      
CONTATO COM CRIANÇA  SIM   NÃO  
       
CONTATO COM PACIENTES  SIM   NÃO  
       
CONTATO COM SINTOMATICOS  SIM   NÃO  
       
DATA INÍCIO SINTOMAS:   /            /     
       
FEBRE SIM   NÃO    
       
   OBSTRUÇÃO NASAL   
SINTOMAS RESPIRATÓRIOS: 
CORIZA   
TOSSE  
DOR DE GARGANTA  
       
SINTOMAS GERAIS: 
CEFALÉIA   
MIALGIA  
CALAFRIOS  
DISPNÉIA  
 FADIGA   
      
DOENÇA DE BASE: HEMATOLÓGICO  TRANSPLATE   
PULMONAR SIM NÃO     
CARDÍACA SIM NÃO     
DIABETES SIM NÃO     
HIPERTENSÃO SIM NÃO     
    
OUTROS:    
     
VACINA FLU SIM NÃO 
ANOS 
ANTERIORES:____________ 
TABAGISMO SIM NÃO  
         
Laboratório de Virologia – UNIFESP 
Entrevista na HEMATO 
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Anexo F – Representação das Curvas padrão obitida após clonagem dos quatro tipos de 
HPIV. 
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Legenda: A – curva padrão de HPIV-1; B – curva padrão de HPIV-2; C – curva padrão 
de HPIV-3; D – curva padrão de HPIV-4.  
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Anexo G – Dados epidemiológicos e clínicos dos pacientes com amostras positivas para 
HPIV. 
 
No Grupo Data Sexo 
Idade  
(anos) 
Tempo de  
sintomas 
Febre Coriza Tosse 
Dor de  
Garganta 
IF 
PCR 
PIV 
194R Tx Renal jul-02 M 58 14 Não Sim Sim Não Neg HPIV-3 
214R Tx Renal ago-02 M 36 3 Não Sim Não Não HPIV-1 HPIV-1 
230R Tx Renal ago-02 F 42 8 Sim Sim Sim Sim Neg HPIV-3 
233R Tx Renal ago-02 F 59 1 Sim Sim Sim Sim Neg HPIV-2 
311R Tx Renal mai-03 M 47 4 Não Sim Sim Sim Neg HPIV-2 
536 Tx Renal jul-04 F 30 4 Sim Sim Sim Não Neg HPIV-1 
601 Tx Renal nov-04 M 43 4 Sim Sim Sim Sim Neg HPIV-3 
604 Tx Renal nov-04 F 48 7 Não Não Sim Não Neg HPIV-3 
605 Tx Renal nov-04 F 48 15 Não Não Sim Sim Neg HPIV-3 
608 Tx Renal dez-04 F 30 3 Sim Sim Sim Não Neg HPIV-3 
619 Cardio mar-05 M 0,08 14 Não Não Sim - 
 
HPIV-3 
620 Cardio mar-05 M 0,33 2 Não Sim Sim - Neg HPIV-2 
641 Cardio mai-05 F 0,67 2 Não Sim Sim - Neg HPIV-2 
648 Cardio mai-05 F 6 
 
Não Sim Sim - Neg HPIV-3 
682 Cardio NR F 0,42 3 Sim Sim Sim - Neg HPIV-4 
688 Cardio fev-07 F 0,75 3 Sim Sim Sim - Neg HPIV-1 
790 Cardio abr-08 F 2 6 Não Sim Sim - Neg HPIV-2 
801 Cardio mai-08 M 1 4 Não Sim Sim - Neg HPIV-3 
898 Cardio set-08 M 0,08 3 Não Não Sim - Neg HPIV-4 
14IS sH1N1 jun-09 F 29 - - - - - - HPIV-2 
39IS sH1N1 ago-09 M 65 - - - - - - HPIV-3 
40IS sH1N1 ago-09 M 61 - - - - - - HPIV-3 
74IS sH1N1 ago-09 M 3 - - - - - - HPIV-3 
77IS sH1N1 ago-09 M 32 - - - - - - HPIV-3 
78IS sH1N1 ago-09 F 0,75 - - - - - - HPIV-3 
80IS sH1N1 ago-09 F 69 - - - - - - HPIV-2 
81IS sH1N1 ago-09 M 2 - - - - - - HPIV-4 
89IS sH1N1 set-09 M 0,67 - - - - - - HPIV-2 
149IS sH1N1 set-09 M 0,83 - - - - - - HPIV-3 
150IS sH1N1 set-09 M 1 - - - - - - HPIV-3 
164IS sH1N1 out-09 M 3 - - - - - - HPIV-4 
181IS sH1N1 out-09 F 1 - - - - - - HPIV-3 
182IS sH1N1 out-09 F 55 - - - - - - HPIV-3 
183IS sH1N1 out-09 F 7 - - - - - - HPIV-4 
196IS sH1N1 out-09 M 3 - - - - - - HPIV-4 
197IS sH1N1 out-09 F 0,50 - - - - - - HPIV-1 
202IS sH1N1 out-09 M 23 - - - - - - HPIV-4 
210IS sH1N1 nov-09 F 0,33 - - - - - - HPIV-3 
211IS sH1N1 nov-09 M 1 - - - - - - HPIV-3 
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241IS sH1N1 abr-10 M 5 - - - - - - HPIV-1 
243IS sH1N1 abr-10 M 0,75 - - - - - - HPIV-3 
271IS sH1N1 mai-10 F 1 - - - - - - HPIV-2 
297IS sH1N1 jun-10 M 0,83 - - - - - - HPIV-2 
311IS sH1N1 jul-10 M 3 - - - - - - HPIV-1 
767 TCTH abr-08 F 42 3 Não Não Sim - Neg HPIV-3 
013T TCTH mai-08 M 33 16 Não Sim Sim Não RSV HPIV-3 
076T TCTH out-08 F 64 10 Sim Não Sim Não Neg HPIV-3 
080T TCTH nov-08 M 21 2 Não Não Sim Não Neg HPIV-3 
116T TCTH abr-09 F 53 1 Não Sim Sim Não Neg HPIV-3 
118T TCTH abr-09 F 50 1 Não Sim Não Não Neg HPIV-3 
119T TCTH abr-09 F 47 2 Não Sim Sim Não Neg HPIV-3 
121T TCTH abr-09 F 38 3 Não Sim Sim Não Neg HPIV-3 
125T TCTH abr-09 M 49 6 Não Sim Sim Sim Neg HPIV-3 
126T TCTH abr-09 F 28 1 Não Sim Sim Não Neg HPIV-3 
128T TCTH mai-09 M 37 4 Não Sim Sim Não Neg HPIV-3 
132T TCTH mai-09 F 49 11 Não Sim Sim Não Neg HPIV-3 
140T TCTH mai-09 F 63 
 
Sim Não Sim Não Neg HPIV-3 
160T TCTH set-09 M 28 ASS Não Não Não Não Neg HPIV-3 
161T TCTH set-09 M 53 4 Não Sim Sim Não Neg HPIV-3 
163T TCTH set-09 M 52 5 Sim Sim Não Não Neg HPIV-3 
165T TCTH set-09 M 32 1 Não Sim Sim Não Neg HPIV-3 
166T TCTH set-09 M 44 4 Não Sim Sim Não Neg HPIV-3 
170T TCTH out-09 M 24 6 Sim Não Sim Não Neg HPIV-4 
179T TCTH dez-10 M 20 1 Não Sim Não Não Neg HPIV-4 
216T TCTH fev-11 M 73 4 Sim Sim Sim Não Neg HPIV-3 
233T TCTH abr-11 M 27 1 Sim Sim Sim Sim Neg HPIV-3 
266T TCTH set-11 F 55 1 Sim Sim Sim Sim 
HPIV-
2/FluB 
HPIV-2 
272T TCTH dez-11 M 40 1 Sim Sim Sim Não Neg HPIV-3 
313T TCTH ago-12 M 70 1 Não Sim Sim Sim Neg HPIV-3 
324T TCTH set-12 F 51 4 Sim Sim Não Sim Neg HPIV-1 
350T TCTH out-12 M 84 2 Não Não Sim Não Neg HPIV-2 
352T TCTH out-12 F 54 7 Sim Sim Não Não Neg HPIV-4 
359T TCTH dez-12 F 33 2 Sim Sim Sim Sim HPIV-3 HPIV-3 
363T TCTH dez-12 M 21 2 Sim Sim Sim Não HPIV-3 HPIV-3 
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Anexo H - Estudo Piloto- avaliação comparativa das técnicas de detcçao de PIV. 
 
 Realizamos um primeiro projeto a fim de comparar as técnicas de detecção dos 
parainfluenza tipos 1 a 4 em pacientes em programa de transplante de células tronco-
hematopoiéticas (TCTH). Selecionamos 202 amostras de pacientes de adultos atendidos 
pelo Programa de Transplante de Células Tronco-Hematopoiéticas (TCTH) do Hospital 
São Paulo (HSP – UNIFESP) durante os anos de 2008 e 2009. 
 A técnica imunofluorescência direta foi realizada anteriormente (como parte da 
rotina de detecção de vírus respiratórios do Hospital São Paulo) para identificação para 
do vírus respiratório sincicial humano (RSV), influenza A (FluA), influenza B (FluB), 
adenovírus (ADv), parainfluenza tipos 1, 2 e 3 (HPIV1, HPIV2, HPIV3) utilizando o kit 
“Simulfluor Respiratory Screen and Panel” (Chemicon Int., EUA). 
 A metodologia de RT-PCR convencional foi selecionada a partir do estudo de 
Tong (2008), sendo uma técnica de screening para a detecção de espécies do genêro 
Rubulavírus (HPIV 2 e 4) e Respirovírus (HPIV 1 e 3). Após a transcrição e 
amplificação do material genético, os produtos amplificados foram analisados em gel de 
agarose a 1,5% e visualizados sob luz ultravioleta. O tamanho dos produtos 
amplificados (610 pb para o gênero Respirovirus e 271 pb para o gênero Rubulavírus) 
foram comparados com padrão de 100 pares de bases e o gel fotografado sob 
transiluminação UV. 
 A reação de RT-PCR em tempo real foi realizada com primers e sondas 
específicos para a detecção dos tipos de parainfluenza HPIV-1, HPIV-2 e HPIV-4 que 
foram descritos e validados em um estudo anterior por van de Pol et al (2007) e Kim et 
al 2011). 
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Das 202 amostras, nenhuma foi positiva na imunofluorescência, quando 
aplicadas no protocolo de RT-PCR convencional para parainfluenza, 4% (8/202) foram 
positivas, sendo sete (3,5%, 7/202) para o gênero Respirovírus (HPIV-1 e HPIV-3) e 
uma (0,5%, 1/202) para o gênero Rubulavírus (HPIV-2 e HPIV-4). 
 Quando realizamos a RT-PCR em tempo real nestas mesmas amostras, 
obtivemos uma taxa de positividade de 10,9% (22/202), sendo, 20 (9,9%, 20,202) 
amostras positivas para HPIV-3 e duas (1,0%, 2,202) amostras positivas para HPIV-4 
(Tabela A1).  
Tabela A1: Comparação da positividade de HPIV’s entre as técnicas de RT-PCR Convencional 
e RT-PCR em Tempo Real. 
 
RT-PCR em Tempo Real 
Positivas Negativas 
RT-PCR  
Convencional 
Positivas 8 0 
Negativas 14 0 
 
 Como os resultados foram muito discrepantes, repetimos no protocolo de RT-
PCR convencional todas as amostras que foram positivas do protocolo de RT-PCR em 
tempo real, e observamos uma sensibilidade baixa no protocolo de RT-PCR 
convencional (figura A1). 
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Figura A1: Detecção de amostras clínicas com protocolo RT-PCR convencional. HPIV-1 e 
HPIV-3 fragmento de 610 pb; HPIV-2 e HPIV-4: fragmento de 271pb; Peso molecular: 100pb. 
As amostras estão identificadas de 1 a 25 e são de amostras que foram positivas no protocolo de 
RT-PCR em tempo real. 
 
 A RT-PCR em tempo real foi considerado padrão-ouro para o diagnóstico de 
HPIV e quando em comparação com a RT-PCR convencional, os resultados de 
sensibilidade, especificidade e acurácia foram de 36% [intervalo de confiança (IC) 95% 
97,9- 50%], 100% (IC 95% 97,9-100%) e 93% (IC 95% 88,7-93,5%), respectivamente.  
 Ao realizar este estudo piloto tínhamos como objetivo inicial avaliar uma técnica 
de RT-PCR convencional que funcionasse como uma triagem para a detecção dos 
gêneros Rubulavírus (HPIV 2 e 4) e Respirovírus (HPIV 1 e 3) do vírus parainfluenza 
humano e posteriormente serem tipadas (espécie/específica) com um protocolo de RT-
PCR em tempo real.  Porém, encontramos uma significante taxa de discordância entre 
as metodologias, uma vez que estudos têm mostrado que o método de RT-PCR em 
tempo real é mais sensível para detecção de vírus respiratórios, dentre as técnicas 
existentes (Kuyperset al, 2009; Choudhary , et al 2013). Além disto, avaliamos o custo 
para realização das duas técnicas e o custo final seria maior do que apenas o protocolo 
RT-PCR em tempo real. 
 Este estudo está sendo compilado para posterior publicação. 
